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CADEIAS LATERAIS APOLARES 


A. Aminoácidos com cadeias laterais apolares 


Cada um desses aminoácidos possui uma cadeia lateral apolar que é 
incapaz de receber ou doar prótons ou de participar em ligações iônicas 
ou de hidrogênio (ver Fig. 1.2). As cadeias laterais desses aminoácidos 
podem ser vistas como “oleosas” ou semelhantes a lipídeos, uma pro- 
priedade que promove interações hidrofóbicas (ver Fig. 2.10, p. 19). 


EP 


Localização nas proteínas. Nas proteínas encontradas em so- 
luções aquosas - um ambiente polar -, as cadeias laterais apola- 
res dos aminoácidos tendem a agrupar-se no interior da proteína 
(Fig. 1.4). Esse fenômeno, conhecido como efeito hidrofóbico, é 
o resultado da hidrofobicidade dos grupos R apolares, que atuam 
como gotículas de óleo coalescendo em ambiente aquoso. Por 
meio do preenchimento do interior da proteína dobrada, esses 
grupos R apolares ajudam a dar à proteína sua estrutura tridimen- 
sional. Entretanto, nas proteínas localizadas em ambiente hidro- 
fóbico, como o interior de uma membrana, os grupos R apolares 
são encontrados na superfície da proteína, interagindo com o 
ambiente lipídico (ver Fig. 1.4). A importância dessas interações 








COOH ——pk,=2,3 
*H;N-C—H 
| 


| n 


pK2= 9,6 
Glicina 


CooH 
*H;N-C-—H 

il 

CH, 


| 
CH 


LN 
HaC CH; 


Leucina 


COOH 


Triptofano 


cooH COOH 
*HAN-C-H *HN-C-H 
1 
cr JOR 
HC CHa 
Alanina Valina 
Foon COOH 
*HN-C-H *HAN-C-H 
H-C-CH; CH, 
CH, 
| 
CHa 
Isoleucina Fenilalanina 
Coe 
'HN-C-H cocu 
CHa 'HN— C-H 
CH2 HC CH3 
é CH, 
[i 
CH; 
Metionina Prolina 








Figura 1.2 
A classificação dos 20 aminoácidos-padrão (encontrados nas proteínas), de acordo com a carga e a polaridade de 
suas cadeias laterais em pH ácido, é mostrada aqui e continua na Figura 1.3. Cada aminoácido é mostrado em sua 
forma completamente protonada, com os íons hidrogênio dissociáveis representados em vermelho. Os valores de pK 
para os grupos a-carboxila e a-amino dos aminoácidos apolares são semelhantes àqueles mostrados para a glicina. 
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CADEIAS LATERAIS POLARES DESPROVIDAS DE CARGA 
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Figura 1.3 
A classificação dos 20 aminoácidos-padrão, de acordo com a carga e a polaridade de suas cadeias laterais em pH 
ácido (continuação da Fig. 1.2). (Nota: em pH fisiológico [7,35 a 7,45], os grupos at-carboxílicos, as cadeias laterais 
com caráter ácido e a cadeia lateral da histidina livre estão desprotonados.) 
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Figura 1.4 

Localização dos aminoácidos 
apolares em proteínas solúveis 
e de membrana. 
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Figura 1.5 

Comparação entre o grupo amino 
secundário encontrado na prolina e o 
grupo amino primário encontrado em 
outros aminoácidos, como a alanina. 
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Figura 1.6 


Ligação de hidrogênio entre o 
grupo hidroxila fenólico da tirosina e 
outra molécula contendo um grupo 
carbonila. 





hidrofóbicas para a estabilização da estrutura proteica é discutida 
na página 19. 





A anemia falciforme, uma doença dos eritrócitos, caracteriza-se pela 
forma em foice (em vez de discoide) dos eritrócitos do paciente. Essa 
doença resulta da substituição do glutamato, um aminoácido com gru- 
po R polar, pelo aminoácido valina, com grupo R apolar, na posição 6 da 
subunidade B da hemoglobina A (ver pág. 36). 





2. 


Prolina. A cadeia lateral da prolina e seu N a-amínico formam 
uma estrutura rígida em anel, com cinco átomos, de modo que 
esse aminoácido difere dos demais (Fig. 1.5). A prolina, portanto, 
apresenta um grupo amino secundário, e não primário, sendo fre- 
quentemente denominada de iminoácido. A geometria específica da 
molécula da prolina contribui para a formação da estrutura fibrosa 
do colágeno (ver pág. 45), mas interrompe as hélices « encontradas 
em proteínas globulares (ver pág. 16). 


B. Aminoácidos com cadeias laterais polares, 
desprovidas de carga elétrica 


Esses aminoácidos apresentam carga líquida igual a zero em pH fisiológico, 
embora as cadeias laterais da cisteína e da tirosina possam perder um pró- 
ton em pH alcalino (ver Fig. 1.3). Cada um dos aminoácidos serina, treonina e 
tirosina contém um grupo hidroxila polar que pode participar da formação de 
ligações de hidrogênio (Fig. 1.6). As cadeias laterais da asparagina e da glu- 
tamina contêm um grupo carbonila e um grupo amida, que podem também 
participar de ligações de hidrogênio. 


1. 


Ligação dissulfeto. A cadeia lateral da cisteína contém um grupo 
sulfidrila (-SH, tiol), componente importante do sítio ativo de muitas 
enzimas. Nas proteínas, os grupos -SH de dois resíduos de cisteí- 
na podem ser oxidados, formando uma ligação covalente entre eles, 
chamada ligação dissulfeto (-S-S-). Dois resíduos de cisteína unidos 
por uma ligação dissulfeto são conhecidos como cistina. (Ver pág. 19 
para mais detalhes acerca da formação da ligação dissulfeto.) 





Muitas proteínas extracelulares são estabilizadas por ligações dissulfe- 
to. Um exemplo é a albumina, uma proteína do plasma sanguineo que 
funciona como transportadora de uma grande variedade de moléculas. 





Cadeias laterais como sítios de ligação para outros compos- 
tos. Ogrupo hidroxila polar da serina, da treonina e, mais raramente, 
da tirosina pode servir como sítio de ligação para estruturas, como o 
grupo fosfato. Além disso, o grupo amida da asparagina e os grupos 
hidroxila da serina e da treonina podem servir como sítio de ligação 
para cadeias de oligossacarídeos nas glicoproteinas (ver pág. 165). 


C. Aminoácidos com cadeias laterais ácidas 


Os aminoácidos ácido aspártico e ácido glutâmico são doadores de pró- 
tons. Em pH fisiológico, as cadeias laterais desses aminoácidos estão 
completamente ionizadas, com um grupo carboxila carregado negativa- 
mente (-COO). Essas formas completamente ionizadas são denomina- 
das aspartato e glutamato. 
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D. 


Aminoácidos com cadeias laterais básicas 


As cadeias laterais dos aminoácidos básicos são aceptoras de prótons 
(ver Fig. 1.3). Em pH fisiológico, as cadeias laterais da lisina e da arginina 
estão completamente ionizadas, com carga positiva. Em contrapartida, 
o aminoácido histidina, quando livre, é fracamente básico e a maioria de 
suas moléculas apresenta-se sem carga em pH fisiológico. Entretanto, 
quando a histidina se encontra incorporada em uma proteína, sua ca- 
deia lateral pode apresentar carga positiva (protonada) ou neutra, de- 
pendendo do ambiente iônico fornecido pelas cadeias polipeptídicas 
da proteína. Essa é uma propriedade importante da histidina e contribui 
para o papel que esse aminoácido desempenha como tampão no fun- 
cionamento de proteínas, como a hemoglobina (ver pág. 30). (Nota: a 
histidina é o único aminoácido com uma cadeia lateral que pode ionizar 
na faixa de pH fisiológico.) 


Abreviaturas e símbolos para os aminoácidos 
de ocorrência mais frequente 


O nome de cada aminoácido possui uma abreviatura associada de três 
letras e um símbolo de uma letra (Fig. 1.7). Os códigos de uma letra são 
determinados pelas seguintes regras: 


1. Primeira letra única. Se apenas um aminoácido começa com de- 
terminada letra, então aquela letra é utilizada como seu símbolo. Por 
exemplo, V = valina. 


2. Os aminoácidos de ocorrência mais frequente têm priorida- 
de. Se mais de um aminoácido começa com determinada letra, o 
aminoácido de ocorrência mais frequente recebe aquela letra como 
símbolo. Por exemplo, a glicina é mais frequente que o glutamato, 
então G = glicina. 


3. Nomes com sons semelhantes. Alguns símbolos de uma letra 
soam, em inglês, de forma semelhante ao início do nome do amino- 
ácido que representam. Por exemplo, F = fenilalanina; ou W = tripto- 
fano. 


4. Letra próxima à letra inicial. Para os demais aminoácidos, é 
atribuído um símbolo de uma letra, tão próxima quanto possível no 
alfabeto à letra inicial do nome daquele aminoácido. Por exemplo, 
K = lisina. Além disso, a letra B é atribuída ao Asx, significando tanto 
ácido aspártico quanto asparagina; o Z é atribuído ao Gix, signifi- 
cando tanto ácido glutâmico quanto glutamina; e o X é atribuído a 
um aminoácido não identificado. 


Isômeros de aminoácidos 


O carbono a de cada aminoácido está ligado a quatro grupos químicos 
diferentes e, portanto, é um átomo de carbono quiral (assimétrico), ou 
opticamente ativo. A glicina é a exceção, pois seu carbono a apresenta 
dois átomos de hidrogênio como substituintes. Aminoácidos com um 
carbono a quiral existem em duas formas isoméricas distintas, desig- 
nadas D e L, que são enantiômeros, ou imagens especulares (Fig. 1.8). 
(Nota: enantiômeros são opticamente ativos. Se um isômero, seja 
D ou L, causa um desvio no plano da luz polarizada, fazendo com que 
gire no sentido horário, a esse isômero é designada a forma [+].) Todos 
os aminoácidos encontrados em proteinas de mamíferos apresentam a 
configuração L. Alguns D-aminoácidos são, contudo, encontrados em 
alguns antibióticos e nas paredes celulares bacterianas (ver pág. 252). 
(Nota: as racemases interconvertem enzimaticamente os isômeros D e L 
dos aminoácidos livres.) 








EB Primeira terra única: 
Cisteina = Gs= € 
Histidina = His= H 
Isoleucina = lo = 1 
Metionina = Met= M 
Serina = Ser= $ 
Valina = Val= V 
Os aminoácidos de ocorrência 
mais frequente têm prioridade: 
Alanina = Aas A 
Glicina = Gy = G 
Leucina = Leu= L 
Prolina = Po= P 
Treonina = Wwa T 











Figura 1.7 
Abreviaturas e símbolos para 
os aminoácidos-padrão. 











Figura 1.8 
As formas D e L da alanina são 
imagens especulares (enantiômeros). 
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Equivalentes de OH” adicionados 














Figura 1.9 
Curva de titulação do ácido acético. 


lll. PROPRIEDADES ACIDOBÁSICAS 





Em solução aquosa, os aminoácidos contêm grupos a-carboxila fracamente 
ácidos e grupos a-amino fracamente básicos. Além disso, cada aminoácido 
ácido e cada aminoácido básico contém um grupo ionizável na cadeia lateral. 
Assim, tanto os aminoácidos livres quanto alguns aminoácidos combinados 
por meio de ligações peptídicas podem atuar como tampões. Lembre-se que 
os ácidos podem ser definidos como doadores de prótons e as bases, como 
aceptoras de prótons. Ácidos (ou bases) são descritos como “fracos” quando 
ionizam em proporção limitada. A concentração de prótons ([H*]) em solução 
aquosa é expressa como pH, em que pH = log 1/[HY ou -log [H*]. A relação 
quantitativa entre o pH da solução e a concentração de um ácido fraco (HA) e 
sua base conjugada (A”) é descrita pela equação de Henderson-Hasselbalch. 


A. Derivação da equação 
Considere a liberação de um próton por um ácido fraco, representado 
por HA: 
HA = HW + A 
ácido fraco próton “sal” ou base conjugada 


O “sal” ou base conjugada, A”, é a forma ionizada de um ácido fraco. Por 
definição, a constante de dissociação do ácido, K,, é 


g = [A] 


Co HA] 


(Nota: quanto maior o K,, mais forte é o ácido, pois indica que a maior 
parte de HA dissociou-se em H* e A”. Por sua vez, quanto menor o K, 
menos ácido foi dissociado e, portanto, mais fraco é o ácido.) Se isolar- 
mos [H*] na equação acima, tomando o logaritmo de ambos os lados da 
equação, multiplicando ambos os lados por -1 e substituindo pH = -log 
[H7 e pK, = -log K,, obteremos a equação de Henderson-Hasselbalch: 


[A] 


pH = pKa + log fra) 





B. Tampões 


Um tampão é uma solução que resiste a mudanças de pH após a adi- 
ção de pequenas quantidades de ácido ou base. Um tampão pode ser 
produzido pela mistura de um ácido fraco (HA) com sua base conjugada 
(A). Se um ácido, como o HCI, for adicionado a tal solução, pode ser 
neutralizado pelo A”, que, no processo, é convertido em HA. Se uma 
base for adicionada, da mesma forma HA pode neutralizá-la, sendo con- 
vertida em A” no processo. A capacidade tamponante máxima ocorre 
quando o pH for igual ao pK,, mas um par conjugado ácido-base ainda 
pode servir como tampão efetivo quando o pH da solução estiver até 
aproximadamente +1 unidade de pH afastado do pK,. Se as quantidades 
de HA e A forem iguais, o pH é igual ao pK,. Como mostrado na Figura 
1.9, uma solução contendo ácido acético (HA = CH, - COOH) e acetato 
(A` = CH, - COO”) com um pK, de 4,8 resiste a mudanças no pH entre 
os pHs 3,8 e 5,8, com capacidade tamponante máxima no pH 4,8. Em 
valores de pH abaixo do pK,, a forma ácida protonada (CH, - COOH) é 
a forma predominante. Em valores de pH acima do pK, a forma básica 
não protonada (CH, - COO) é a forma predominante na solução. 
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Figura 1.10 
Formas iônicas da alanina em soluções ácida, neutra e básica. 


C. Titulação de aminoácidos 


A curva de titulação de um aminoácido pode ser analisada da mesma 
forma como descrita anteriormente para o ácido acético. 


i 


Dissociação do grupo carboxila. Considere a alanina, por exem- 
plo. Esse aminoácido contém um grupo «-carboxila e um grupo 
a-amino ionizáveis. (Nota: seu grupo R -CH, não é ionizável.) Em 
pHs baixos (ácidos), os dois grupos encontram-se protonados 
(Fig. 1.10). À medida que o pH da solução é aumentado, o grupo 
-COOH da forma | pode dissociar-se, doando um próton (H* ) ao 
meio. A liberação do próton resulta na formação do grupo carbo- 
xilato, -COO”. Essa estrutura é mostrada como a forma Il, a forma 
dipolar da molécula (Fig. 1.10). Também denominada zwitterion (da 
palavra alemã para “híbrido”), essa é a forma isoelétrica da alanina, 
ou seja, possui carga líquida igual a zero. 


Aplicação da equação de Henderson-Hasselbalch. A constante 
de dissociação do grupo carboxila de um aminoácido é denomina- 
da K,, e não K,, pois a molécula contém um segundo grupo titulável. 
A equação de Henderson-Hasselbalch pode ser utilizada para ana- 
lisar a dissociação do grupo carboxila da alanina, do mesmo modo 
descrito para o ácido acético: 


[nn] 
[i] 





K = 


em que | é a forma completamente protonada da alanina e Il é a forma 
isoelétrica da alanina (ver Fig. 1.10). Essa equação pode ser rearranjada 
e convertida em sua forma logarítmica, gerando: 


3. Dissociação do grupo amino. O segundo grupo titulável da ala- 


nina é o grupo amino (-NH,”), mostrado na Figura 1.10. Esse grupo 
consiste em um ácido muito mais fraco que o grupo “COOH; por- 
tanto, apresenta uma constante de dissociação muito menor, K,. 
(Nota: seu pK, portanto, é maior.) A liberação de um próton pelo 
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Figura 1.11 
Curva de titulação da alanina. 


grupo amino protonado da forma Il resulta na forma completamente 
desprotonada da alanina, a forma III (ver Fig. 1.10). 


pKs para a alanina. A dissociação sequencial de prótons H* dos 
grupos carboxila e amino da alanina está resumida na Figura 1.10. 
Cada grupo titulável apresenta um pK, numericamente igual ao pH 
no qual exatamente metade dos H* foram removidos daquele gru- 
po. O pK, para o grupo mais acídico (-COOH) é o pK,, enquanto o 
pK, para o grupo acídico seguinte (-NH,*) é o pK,. (Nota: o pK, do 
grupo a-carboxila dos aminoácidos é aproximadamente 2, enquan- 
to aquele do grupo a-amino é aproximadamente 9.) 


Curva de titulação da alanina. Pela aplicação da equação de 
Henderson-Hasselbalch a cada grupo acídico dissociável, é pos- 
sível calcular a curva de titulação completa de um ácido fraco. A 
Figura 1.11 mostra a variação no pH que ocorre durante a adição de 
base à forma completamente protonada da alanina (I), até produzir a 
forma completamente desprotonada (Ill). Observe o seguinte: 


a. Pares tampões. O par-COOH/-COO' pode servir como tam- 
pão na região de pH ao redor do pK,, e o par -NH,'/-NH, pode 
tamponar na região ao redor do pk,. 


b. Quando pH = pK. Quando o pH é igual ao pK, (2,3), exis- 
tem quantidades iguais das formas | e Il da alanina na solução. 
Quando o pH é igual ao pK, (9,1), estão presentes na solução 
quantidades iguais das formas Il e III. 


c. Ponto isoelétrico. Em pH neutro, a alanina existe predomi- 
nantemente como a forma dipolar Il, em que os grupos ami- 
no e carboxila estão ionizados, mas a carga líquida é zero. O 
ponto isoelétrico (pl) é o pH no qual um aminoácido é eletri- 
camente neutro, ou seja, a soma das cargas positivas é igual 
à soma das cargas negativas. Para um aminoácido como a 
alanina, por exemplo, que apresenta apenas dois hidrogê- 
nios dissociáveis (um do grupo a-carboxila e um do grupo 
a-amino), o pl é a média entre pK, e pk, (pl = [2,3 + 9,1]/2 = 
5,7), como mostrado na Figura 1.11. Assim, o pl está a meio 
caminho entre o pK, (2,3) e o pK, (9,1). Ele corresponde ao pH 
em que predomina a forma Il (com carga líquida igual a zero) 
e em que há também quantidades iguais das formas | (carga 
líquida +1) e III (carga líquida —1). 





A separação de proteínas plasmáticas por meio de cargas elétricas é 
geralmente realizada em pH acima do ponto isoelétrico (pl) das princi- 
pais proteinas. Assim, a carga das proteinas é negativa. Em um campo 
elétrico, as proteínas movem-se, então, no sentido do eletrodo positivo, 
a uma velocidade determinada por sua carga negativa líquida. Variações 
nos padrões de mobilidade são indícios de certas doenças. 





6. 


Carga líquida dos aminoácidos em pH neutro. Em pH fisioló- 
gico, todos os aminoácidos apresentam um grupo carregado ne- 
gativamente (-COO”) e um grupo carregado positivamente (-NH;)), 
ambos ligados ao carbono «a. (Nota: os aminoácidos glutamato, as- 
partato, histidina, arginina e lisina apresentam, além desses, outros 
grupos potencialmente carregados em suas cadeias laterais.) Subs- 
tâncias como os aminoácidos, que podem atuar como ácidos ou 
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bases, são classificadas como anfotéricas e chamadas de anfólitos 
(eletrólitos anfotéricos). 


D. Outras aplicações da equação de Henderson-Hasselbalch 


A equação de Henderson-Hasselbalch pode ser utilizada para calcular 
de que maneira o pH de uma solução fisiológica responde a mudanças 
na concentração de um ácido fraco e/ou de sua correspondente forma 
de “sal”. Por exemplo, no sistema tampão do bicarbonato, a equação de 
Henderson-Hasselbalch prevê de que modo mudanças na concentração 
do íon bicarbonato [HCO,] e na concentração do dióxido de carbono 
(CO,) influenciam o pH (Fig. 1.124). A equação é útil também para calcu- 
lar as quantidades das formas iônicas de fármacos com características 
ácidas e básicas. Por exemplo, muitos fármacos são ácidos fracos ou 
bases fracas (Fig. 1.12B). Fármacos ácidos (HA) liberam um próton (H*), 
determinando a formação de um ânion carregado (A”). 


HA = H'+A” 
Bases fracas (BH”) também podem liberar um H*. A forma protonada dos 
fármacos básicos, no entanto, normalmente possui carga elétrica, e a 
perda de um próton produz a base desprovida de carga (B). 

BH = B+H 
Um fármaco passa através de membranas com mais facilidade quando 
não apresenta carga elétrica. Assim, para um ácido fraco, como o ácido 
acetilsalicílico, a forma desprovida de carga HA consegue permear atra- 
vés das membranas, enquanto A” não consegue. Do mesmo modo, para 
uma base fraca, como a morfina, a forma desprovida de carga, B, cruza 
membranas celulares, enquanto BH” não o faz. Portanto, a concentração 
efetiva da forma permeável de cada fármaco em seu sítio de absorção 
é determinada pelas concentrações relativas das formas carregada (não 
capaz de cruzar a membrana) e desprovida de carga (mais permeável 
através das membranas). A razão entre as duas formas é, por sua vez, 
determinada pelo pH no sítio de absorção e pela força do ácido fraco 
ou da base fraca, representada pelo pK, do grupo ionizável. A equação 
de Henderson-Hasselbalch é útil para a determinação da quantidade de 
fármaco encontrada em cada lado de uma membrana entre dois com- 
partimentos com diferença de pH, por exemplo, o estômago (pH 1,0 a 
1,5) e o plasma sanguíneo (pH 7,4). 


IV. MAPAS CONCEITUAIS 





Os estudantes às vezes encaram a Bioquímica como uma série nebulosa 
de fatos ou equações a serem memorizadas, e não como um conjunto de 
conceitos a serem compreendidos. Detalhes fornecidos com a finalidade de 
enriquecer a compreensão desses conceitos tornam-se, inadvertidamente, 
fontes de distração. Parece estar faltando um mapa do caminho, um guia 
que forneça aos estudantes uma compreensão de como vários tópicos en- 
caixam-se para “contar a história”. Pensando assim, neste texto, foi criada 
uma série de mapas de conceitos-chave bioquímicos para ilustrar grafica- 
mente as relações entre as ideias apresentadas no capítulo e para mostrar 
como a informação pode ser agrupada ou organizada. O mapa conceitual é, 
portanto, uma ferramenta para visualizar as conexões entre os conceitos. O 
material é apresentado de maneira hierárquica, com os conceitos mais gerais 
e inclusivos no topo do mapa e os conceitos mais específicos e menos ge- 
rais abaixo. De modo ideal, os mapas conceituais funcionam como matrizes 





BICARBONATO COMO 

UM TAMPÃO 

[cos] 
[07] 


* Um aumento no íon bicarbonato 
HCO; faz com que o pH aumente. 








epH=pK+log 


e Obstrução pulmonar provoca 
aumento no dióxido de carbono e 
causa a redução do pH, resultando 
em acidose respiratória. 















PULMONARES 


CO, + H20 = HCO; = H* + HCOg 
(E) nesonção E Fármacos 














[Fármaco”] 
Fármaco-H] 
© No pH do estômago (1,5), um fármaco 
como o ácido acetilsalicílico (ácido fraco, 
pK = 3,5) estará predominantemente 
protonado (COOH) e, portanto, 
desprovido de carga. 
© Fármacos desprovidos de carga 
elétrica geralmente atravessam 
membranas mais rapidamente do 
que moléculas com carga. 


© pH = pK + log 

















Figura 1.12 

A equação de Henderson-Hasselbalch 
é utilizada para prever: 

(A) variações no pH, à medida que 

as concentrações de bicarbonato 
(HCO; ) ou dióxido de carbono (CO,) 
são alteradas; e (B) as formas iônicas 
das substâncias. 
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Figura 1.13 
A-C. Símbolos usados em mapas 
conceituais. 


ou guias para organizar as informações, de forma que os estudantes possam 
encontrar com facilidade as melhores maneiras de integrar as novas informa- 
ções ao conhecimento já consolidado. A construção de mapas conceituais 
é descrita abaixo. 


A. Quadros de conceitos e vínculos 


Os educadores definem conceitos como “regularidades percebidas em 
eventos ou objetos”. Em nossos mapas bioquímicos, os conceitos in- 
cluem abstrações (p. ex., energia livre), processos (p. ex., fosforilação 
oxidativa) e compostos (p. ex., glicose-6-fosfato). Os conceitos de de- 
finição mais ampla são priorizados, com a ideia central posicionada no 
topo da página. Os conceitos que seguem a partir dessa ideia central 
são delineados em quadros (Fig. 1.134). O tamanho da letra indica a 
importância relativa de cada ideia. Linhas são desenhadas entre os qua- 
dros dos conceitos para mostrar quais estão relacionados. A legenda na 
linha define a relação entre dois conceitos, de modo que se lê uma afir- 
mação válida, ou seja, a conexão passa a ter sentido. As setas nas linhas 
indicam em que sentido a conexão deve ser lida (Fig. 1.14). 


B. Vínculos cruzados 


Ao contrário dos padrões ou diagramas de fluxo linear, os mapas de 
conceitos-chave podem conter vínculos cruzados, que permitem ao lei- 
tor visualizar relações complexas entre as ideias representadas em dife- 
rentes partes do mapa (Fig. 1.13B) ou entre o mapa e os outros capítulos 
deste livro (Fig. 1.13C). Vínculos cruzados podem, assim, identificar con- 
ceitos centrais para mais de um tópico na bioquímica, oferecendo aos 
estudantes mais eficiência em situações clínicas ou em outros exames 
com características de integração de material. Os estudantes aprendem 
a perceber visualmente relações não lineares entre os fatos, ao contrário 
de referências cruzadas em textos lineares. 





V. RESUMO DO CAPÍTULO 





Cada aminoácido apresenta um grupo «-carboxila e um grupo «-amino 
primário (exceto a prolina, que possui um grupo amino secundário). Em pH 
fisiológico, o grupo a-carboxila está dissociado, formando o íon carboxilato 
(-COO), carregado negativamente, e o grupo a-amino está protonado (-NH,'). 
Cada aminoácido também apresenta uma cadeia lateral (são 20 cadeias late- 
rais diferentes, para os 20 aminoácidos) ligada ao átomo de carbono a. A na- 
tureza química desse grupo R determina a função de um aminoácido em uma 
proteína e fornece a base para a classificação dos aminoácidos em apolares, 
polares desprovidos de carga, ácidos (com carga negativa) e básicos (com 
carga positiva). Todos os aminoácidos livres, assim como os aminoácidos que 
apresentam carga quando ligados às cadeias peptídicas, podem servir como 
tampões. A relação quantitativa entre o pH de uma solução e a concentração 
de um ácido fraco (HA) e sua base conjugada (A) é descrita pela equação de 
Henderson-Hasselbalch. O tamponamento ocorre na faixa do pK, +1 unidade 
de pH e é máximo quando pH = pK,, situação na qual [A] = [HA]. Uma vez que 
o carbono a de cada aminoácido (com exceção da glicina) está ligado a quatro 
grupos químicos diferentes, ele é assimétrico (quiral), e os aminoácidos exis- 
tem nas formas de isômeros D e L, que são imagens especulares uma da outra 
(enantiômeros); os aminoácidos são, assim, opticamente ativos. A forma L dos 
aminoácidos é encontrada nas proteinas sintetizadas pelo corpo humano. 
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Figura 1.14 

Mapa de conceitos-chaves para aminoácidos. (Nota: *a maior parte das moléculas de histidina livre encontra-se com 
a cadeia lateral desprotonada em pH fisiológico; quando incorporadas a uma proteína, contudo, elas pode estar 
protonadas ou desprotonadas, dependendo do ambiente local.) 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


141 


1.2 


1.3 


Qual das seguintes afirmativas a respeito da curva de 
titulação para um aminoácido apolar está correta? As le- 
tras de A a D designam certas regiões na curva de titula- 
ção mostrada abaixo. 


20 


a 


Equivalentes de OH” 
adicionados 
& ë 





A. O ponto A representa a região em que o aminoácido 
está desprotonado. 

B. O ponto B representa uma região de mínima capaci- 
dade tamponante. 

C. O ponto C representa a região em que a carga líquida 
do aminoácido é zero. 

D. O ponto D representa o pK do grupo carboxílico do 
aminoácido. 

E. Esse aminoácido poderia ser a lisina. 


Qual das seguintes afirmativas a respeito do peptídeo 

mostrado abaixo está correta? 
Val-Cys-Glu-Ser-Asp-Arg-Cys 

A. O peptídeo contém asparagina. 

B. O peptídeo contém uma cadeia lateral com um gru- 
po amino secundário. 

C. O peptídeo contém uma cadeia lateral que pode ser 
fosforilada. 

D. O peptídeo é incapaz de formar uma ligação dissul- 
feto interna. 

E. O peptídeo se deslocaria no sentido do cátodo (ele- 
trodo negativo) durante uma eletroforese em pH 5. 


Uma criança de 2 anos de idade apresenta acidose me- 
tabólica após ingerir uma quantidade desconhecida de 
tabletes de ácido acetilsalicílico com sabor. Na apresen- 
tação, o pH sanguíneo era 7,0. Uma vez que o pK, do 
ácido acetilsalicílico é 3, calcule a razão entre suas for- 
mas ionizada e não ionizada em pH 7,0. 


Resposta correta = C. O ponto C representa o ponto isoelétrico, ou 
pl, e, como tal, fica a meio caminho entre pK, e pK, para um aminoá- 
cido apolar. O aminoácido está completamente protonado no ponto 
A. O ponto B representa uma região de máxima capacidade tampo- 
nante, assim como o ponto D. A lisina é um aminoácido básico, e a 
lisina livre apresenta uma cadeia lateral ionizável, além dos grupos 
ionizáveis a-amino e a-carboxila. 


Resposta correta = C. O grupo hidroxila da serina pode aceitar um 
grupo fosfato. Asp é aspartato. A prolina (Pro) contém um grupo 
amino secundário. Dois resíduos de cisteína podem, em condições 
oxidantes, formar uma ligação dissulfeto (covalente). A carga liquida 
do peptídeo em pH 5 é negativa, e ele se moveria para o ânodo. 


Resposta correta = 10.000 para 1. pH = pK, + log [A V[HA]. Portanto, 
7=3+xex=4. A razão das formas A' (ionizada) para HA (não ioni- 
zada), então, é 10.000 para 1, pois o log de 10.000 é 4. 





Estrutura proteica 


I. VISÃO GERAL 





Os 20 aminoácidos comumente encontrados nas proteínas estão unidos en- 
tre si por ligações peptídicas. A sequência linear dos aminoácidos ligados 
contém a informação necessária para formar uma molécula proteica, com 
estrutura tridimensional única, a qual determina sua função. A complexida- 
de da estrutura proteica é mais bem analisada considerando-se a molécula 
em termos de quatro níveis de organização: primário, secundário, terciário 
e quaternário (Fig. 2.1). Uma análise desses níveis de complexidade cres- 
cente revelou que, em uma ampla variedade de proteínas, certos elementos 
estruturais são repetidos, sugerindo que existem regras gerais relacionadas 
às maneiras pelas quais as proteínas atingem sua conformação nativa fun- 
cional. Esses elementos estruturais repetidos variam desde combinações 
simples de hélices « e folhas B, formando motivos pequenos, até o dobra- 
mento complexo dos domínios polipeptídicos de proteínas multifuncionais 
(ver pág. 19). 


Il. ESTRUTURA PRIMÁRIA 





A sequência de aminoácidos em uma proteína é denominada estrutura pri- 
mária da proteína. A compreensão da estrutura primária das proteínas é 
importante, pois muitas doenças genéticas resultam em proteínas com se- 
quências anormais de aminoácidos, ocasionando organização irregular, com 
perda ou prejuízo da função normal. Se as estruturas primárias das proteínas 
normais e mutantes forem conhecidas, essas informações poderão ser utili- 
zadas para diagnosticar ou estudar a doença. 


A. Aligação peptídica 


Nas proteínas, os aminoácidos são unidos covalentemente por ligações 
peptídicas, as quais são ligações amida entre o grupo a-carboxila de 
um aminoácido e o grupo a-amino de outro. Por exemplo, a valina e a 
alanina podem formar o dipeptídeo valilalanina, por meio da formação de 
uma ligação peptídica (Fig. 2.2). As ligações peptídicas são resistentes 
a condições que desnaturam proteinas, como aquecimento e altas con- 
centrações de ureia (ver pág. 20). A exposição prolongada a um ácido 
ou base forte a temperaturas elevadas é necessária para quebrar essas 
ligações de forma não enzimática (ver pág. 14). 


1. Nomeando o peptídeo. Por convenção, a extremidade amino li- 
vre (N-terminal) da cadeia peptídica é escrita à esquerda, e a extre- 
midade carboxila livre (C-terminal), à direita. Dessa forma, todas as 
sequências de aminoácidos são lidas da porção N-terminal para a 





Figura 2.1 
Os quatro níveis estruturais 
das proteínas. 
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Figura 2.2 

A. Formação de uma ligação 
peptídica, representando a 

estrutura do dipeptídeo valilalanina. 
B. Características da ligação 
peptídica. (Nota: as ligações 
peptídicas envolvendo prolina podem 
ter uma configuração cis.) 


C-terminal. Por exemplo, na Figura 2.2A, a ordem dos aminoácidos 
no dipeptídeo é valina, alanina. A ligação de >50 aminoácidos por 
ligações peptídicas resulta em uma cadeia não ramificada, cha- 
mada polipeptídeo ou proteína. Cada aminoácido que compõe um 
peptídeo é denominado resíduo, por ser a porção do aminoácido 
que restou após a perda dos átomos de água durante a formação 
da ligação peptídica. Quando um peptídeo é nomeado, os sufixos 
(-ina, -ano, -ico ou -ato) dos resíduos de aminoácidos são alterados 
para -il, com exceção do aminoácido C-terminal. Por exemplo, um 
tripeptídeo composto por uma valina N-terminal, uma glicina e uma 
leucina C-terminal é denominado valil-glicil-leucina. 


2. Características da ligação peptídica. A ligação peptídica tem 
um caráter de dupla-ligação parcial, ou seja, é mais curta do que 
uma ligação simples, além de ser rígida e planar (Fig. 2.2B). Isso 
impede a rotação livre da ligação entre o carbono da carbonila e o 
nitrogênio da ligação peptídica. Entretanto, as ligações entre os car- 
bonos & e os grupos a:-amino ou a-carboxila podem rotar livremen- 
te (embora sejam limitadas pelo tamanho e pelo caráter dos grupos 
R). Isso permite que a cadeia polipeptídica assuma uma variedade 
de possíveis conformações. A ligação peptídica está quase sempre 
na configuração trans (em vez de cis; ver Fig. 2.2B), em grande parte 
devido à interferência estérica dos grupos R (cadeia lateral) quando 
em posição cis. 


3. Polaridade da ligação peptídica. Assim como todas as ligações 
amida, os grupos -C=0 e -NH da ligação peptídica não possuem 
carga e nem aceitam ou fornecem prótons na faixa de pH de 2 a 
12. Assim, os grupos carregados presentes nos polipeptídeos con- 
sistem unicamente no grupo N-terminal (a-amino), no grupo C- 
-terminal (a -carboxila) e em quaisquer grupos ionizados presentes 
nas cadeias laterais dos aminoácidos constituintes. Entretanto, os 
grupos -C=0 e -NH da ligação peptídica são polares e estão envol- 
vidos em ligações de hidrogênio (p. ex., nas hélices a e folhas B), 
conforme descrito nas páginas 16 e 17. 


B. Determinando a composição de 


aminoácidos de um polipeptídeo 


O primeiro passo para determinar a estrutura primária de um polipeptídeo 
é identificar e quantificar seus aminoácidos constituintes. Uma amostra 
purificada do polipeptídeo a ser analisado é primeiramente submetida à 
hidrólise por um ácido forte, a 110 °C durante 24 horas. Esse tratamento 
cliva as ligações peptídicas e libera os aminoácidos individuais, os quais 
podem ser separados por cromatografia de troca de cátions. Nessa téc- 
nica, uma mistura de aminoácidos é aplicada a uma coluna que contém 
uma resina na qual grupos carregados negativamente estão firmemente 
aderidos. (Nota: se o grupo aderido for carregado positivamente, a co- 
luna torna-se trocadora de ânions.) Os aminoácidos ligam-se à coluna 
com diferentes afinidades, dependendo das suas cargas, da hidrofobi- 
cidade e de outras características. Cada aminoácido é sequencialmente 
liberado da coluna cromatográfica, por eluição com soluções de cres- 
cente força iônica e pH (Fig. 2.3). Os aminoácidos separados presentes 
no eluído da coluna são quantificados por meio do aquecimento com 
ninhidrina (um reagente que forma um composto de cor púrpura com a 
maioria dos aminoácidos, com a amônia e com as aminas). A quantidade 
de cada aminoácido é determinada por espectrofotometria, medindo- 
-se a quantidade de luz absorvida pelo derivado da ninhidrina. A análise 
aqui descrita é efetuada por meio de um analisador de aminoácidos, um 
aparelho automático, cujos componentes são ilustrados na Figura 2.3. 
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Cc. 


Sequenciando o peptídeo a partir 
de sua extremidade N-terminal 


O sequenciamento é um processo gradual de identificação de aminoá- 
cidos específicos em cada posição da cadeia polipeptídica, iniciando na 
extremidade N-terminal. O fenilisotiocianato, conhecido como reagente 
de Edman, é usado para marcar, sob condições levemente alcalinas, o 
resíduo aminoterminal (Fig. 2.4). O derivado de feniltioidantoíina (PTH, 
do inglês phenylthiohydantoin) resultante provoca uma instabilidade na 
ligação peptídica N-terminal, de tal forma que esta pode ser seletiva- 
mente hidrolisada sem clivar as demais ligações peptídicas. A identida- 
de do derivado de aminoácido obtido pode, então, ser determinada. O 
reagente de Edman pode ser aplicado repetidamente ao peptídeo mais 
curto, resultante de cada ciclo prévio. Atualmente, utiliza-se sequencia- 
dores automatizados. 


Clivando o polipeptídeo em fragmentos menores 


Muitos polipeptídeos têm uma estrutura primária composta por mais de 
100 aminoácidos. Essas moléculas não podem ser sequenciadas dire- 
tamente, de uma extremidade a outra, por um sequenciador. Entretanto, 
essas moléculas maiores podem ser clivadas em sítios específicos, e os 
fragmentos resultantes podem ser sequenciados. Utilizando-se mais de 
um agente de clivagem (enzimas e/ou produtos químicos) em distintas 
amostras do polipeptídeo purificado, fragmentos justapostos podem ser 
gerados para permitir o ordenamento correto dos fragmentos sequen- 
ciados, fornecendo, assim, a sequência completa de aminoácidos do 
polipeptídeo maior (Fig. 2.5). As enzimas que hidrolisam as ligações pep- 
tídicas são denominadas peptidases (proteases). (Nota: as exopeptida- 
ses clivam as extremidades terminais das proteínas e são divididas em 
aminopeptidases e carboxipeptidases. As carboxipeptidases são usadas 
para determinar o aminoácido C-terminal. As endopeptidases clivam li- 
gações internas das proteínas.) 


Determinando a estrutura primária de uma 
proteína por sequenciamento do DNA 


A sequência de nucleotídeos em uma região de codificação de proteínas 
no DNA determina a sequência de aminoácidos de um polipeptídeo. As- 
sim, se a sequência de nucleotídeos pode ser determinada, o conheci- 
mento do código genético (ver pág. 447) permite que a sequência de 
nucleotídeos seja traduzida na sequência correspondente de aminoáci- 
dos daquele polipeptídeo. Esse processo indireto, embora usado rotinei- 
ramente para obter as sequências de aminoácidos das proteínas, apre- 
senta as limitações de não ser capaz de prever as posições das pontes 
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Figura 2.3 

Determinação da composição de 
aminoácidos de um polipeptídeo 
por meio de um analisador 

de aminoácidos. 
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Figura 2.4 
Determinação do resíduo amino (N)-terminal de um polipeptídeo por degradação de Edman. PTH = feniltioidantoína. 
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Figura 2.5 

Peptídeos justapostos produzidos 
pela ação da tripsina e do brometo 
de cianogênio. 
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Figura 2.6 
Estrutura de uma hélice ct. 


dissulfeto na cadeia dobrada e de não identificar qualquer aminoácido 
que seja modificado após sua incorporação ao polipeptídeo (modifica- 
ção pós-traducional; ver pág. 459). Assim, o sequenciamento direto de 
proteínas é uma ferramenta extremamente importante para determinar o 
verdadeiro caráter da sequência primária de muitos polipeptídeos. 


Ill. ESTRUTURA SECUNDÁRIA 





O esqueleto polipeptídico não assume uma estrutura tridimensional aleatória, 
mas, em vez disso, geralmente forma arranjos regulares de aminoácidos que 
estão localizados próximos uns aos outros na sequência linear. Esses arranjos 
são denominados estrutura secundária do polipeptídeo. A hélice a, a folha B 
e a curvatura B (ou volta B) são exemplos de estruturas secundárias comu- 
mente encontradas em proteínas. Cada uma é estabilizada por ligações de 
hidrogênio entre átomos do esqueleto peptídico. (Nota: a cadeia a da hélice 
do colágeno, outro exemplo de estrutura secundária, é discutida na pág. 45.) 


A. Hélice a 


Existem várias hélices polipeptídicas diferentes na natureza, mas a hélice 
a é a mais comum. Ela apresenta estrutura rígida com espiral voltada 
para a direita, consistindo em um esqueleto polipeptídico central espira- 
lado e bem compacto, com as cadeias laterais dos L-aminoácidos que a 
compõem estendendo-se para fora do eixo central, de modo a evitar a in- 
terferência estérica entre si (Fig. 2.6). Um grupo variado de proteínas con- 
tém hélices a. As queratinas, por exemplo, consistem em uma família de 
proteínas fibrosas, rígidas, bastante relacionadas, cuja estrutura é quase 
totalmente constituída de hélices a. Elas são o principal componente de 
tecidos como o cabelo e a pele. Ao contrário da queratina, a mioglobina, 
cuja estrutura é também formada em grande parte por hélices a, é uma 
molécula globular flexível (ver pág. 26) encontrada em músculos. 


1. Ligações de hidrogênio. Uma hélice a é estabilizada por uma 
ampla formação de ligações de hidrogênio entre os átomos de 
oxigênio das carbonilas e os hidrogênios das amidas das ligações 
peptídicas que compõem o esqueleto polipeptídico (Fig. 2.6). As 
ligações de hidrogênio estendem-se de forma paralela à espiral, 
do oxigênio da carbonila ao grupo -NH de uma ligação peptídica 
quatro resíduos à frente no polipeptídeo. Isso assegura que todas, 
exceto a primeira e a última ligações peptídicas componentes, este- 
jam unidas entre si por ligações de hidrogênio intracadeia. Essas li- 
gações são individualmente fracas, mas coletivamente servem para 
estabilizar a hélice. 


2. Aminoácidos por volta. Cada volta completa de uma hélice a 
contém 3,6 resíduos de aminoácidos. Assim, os resíduos de aminoá- 
cidos separados por três ou quatro resíduos na sequência primária 
estão espacialmente próximos, quando dobrados em hélice a. 


3. Aminoácidos que quebram a hélice œ. O grupo R de um amino- 
ácido determina sua propensão a configurar uma hélice œ. A prolina 
desfaz a hélice a, pois o seu rígido grupo amino secundário não é 
compatível geometricamente com a espiral voltada para a direita da 
hélice a. Assim, ela insere uma dobra na cadeia, que interrompe a 
suave estrutura helicoidal. A glicina é também um “disjuntor de hé- 
lice”, porque seu grupo R (um hidrogênio) confere alta flexibilidade. 
Além disso, os aminoácidos com grupos R com carga ou volumo- 
sos (tais como glutamato e triptofano, respectivamente) e aqueles 
com uma ramificação no carbono ß, o primeiro carbono no grupo R 
(p. ex., valina), têm baixa propensão para formar hélice a. 
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B. Folha B 


A folha B é outra forma de estrutura secundária, na qual todos os compo- (A] 

nentes da ligação peptídica estão envolvidos com ligações de hidrogênio Ligações de hidrogênio perpendiculares 
(Fig. 2.7A). Como as superfícies das folhas B parecem “pregueadas”, elas à cadeia principal do peptídeo. 
são frequentemente chamadas de folhas B pregueadas. (Nota: as pregas 
resultam de sucessivos carbonos a posicionados ligeiramente acima ou 
abaixo do plano da folha.) As ilustrações da estrutura das proteínas mos- 
tram frequentemente as cadeias B como setas largas (Fig. 2.7B). 








1. Estrutura. Uma folha B é formada por duas ou mais cadeias pep- 
tídicas (cadeias B) alinhadas lateralmente e estabilizadas por liga- 
ções de hidrogênio entre os grupos carboxila e amino, ou de ami- 
noácidos distantes no mesmo polipeptídeo (ligações intracadeias) 
ou de diferentes cadeias polipeptídicas (ligações intercadeias). As 
cadeias B adjacentes estão dispostas de forma antiparalela uma à 
outra (com os N-terminais alternados, como mostrado na Fig. 2.7B) 
ou paralelas entre si (com os N-terminais juntos, como mostrado 
na Fig. 2.7C). Em cada cadeia B, os grupos R de aminoácidos adja- 
centes estendem-se em sentidos opostos, acima e abaixo do plano 
da folha B. (Nota: as folhas B não são planas e têm uma curvatura 
voltada para a direita [torção] quando vistas ao longo do esqueleto 
do polipeptídeo.) 


2. Comparando hélice a e folha B. Nas folhas B, as cadeias B estão 
quase totalmente estendidas, e as ligações de hidrogênio entre as 
cadeias são perpendiculares ao esqueleto do polipeptídeo (ver Fig. 
2.7A). Em contrapartida, nas hélices «a, o polipeptídeo é helicoidal e 
as ligações de hidrogênio são paralelas à estrutura (ver Fig. 2.6). B 






Fitas B quase 
totalmente distendidas. 











a como na folha B, pode resultar na formação de regiões polares e não 
polares nessas estruturas secundárias, tornando-as, assim, anfipáticas. 





| A orientação dos grupos R dos residuos de aminoácidos, tanto na hélice N-terminal 





N-terminal 


C. Curvaturas ß (voltas reversas, voltas ß) 


As curvaturas ß revertem a direção de uma cadeia polipeptídica, auxi- Folha B-pregueada antiparalela 
liando a formação de uma estrutura compacta e globular. Elas normal- 
mente são encontradas na superfície das moléculas proteicas e, com N-terminal 
frequência, contêm resíduos carregados. (Nota: as curvaturas B rece- 

beram esse nome porque, muitas vezes, conectam faixas sucessivas 
de folhas & antiparalelas.) As curvaturas B geralmente são compostas 
por quatro aminoácidos, em que um dos quais pode ser a prolina — o 
aminoácido que causa a “torção” na cadeia polipeptídica. O aminoácido 
glicina, que tem o menor grupo R, também é encontrado com frequência 
nas curvaturas ß, as quais são estabilizadas pela formação de ligações 
de hidrogênio entre o primeiro e o último resíduo na curvatura. Folha -pregueada paralela 





C-terminal 





D. Estrutura secundária não repetitiva Figura 2.7 

A. Estrutura de uma folha B. B. Uma 
folha B antiparalela com fitas B 
representadas por setas largas. 

C. Uma folha B paralela formada 
por uma única cadeia polipeptídica, 
dobrando-se sobre si mesma. 


Aproximadamente a metade de uma proteína globular média está orga- 
nizada em estruturas repetitivas, como a hélice a e as folhas B. O res- 
tante da cadeia polipeptídica é descrito como tendo uma estrutura em 
laço ou em espiral. Essas estruturas secundárias não repetitivas não são 
aleatórias, mas simplesmente possuem uma estrutura menos regular do 
que aquelas descritas anteriormente. (Nota: o termo “espiral randômica” 
refere-se à estrutura alterada obtida quando as proteínas são desnatu- 
radas [ver pág. 20].) 
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Figura 2.8 


Motivos estruturais comuns, envolvendo hélices a e folhas B. Os nomes descrevem seus aspectos esquemáticos. 
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Figura 2.9 

Formação de uma ponte dissulfeto 
pela oxidação de dois residuos de 
cisteína, produzindo um resíduo de 
cistina. O, = oxigênio. 


E. Estruturas supersecundárias (motivos) 


As proteínas globulares são formadas pela combinação de estruturas 
secundárias (isto é, hélices a, folhas ß e espirais), produzindo padrões 
geométricos específicos ou motivos. Esses formam principalmente a re- 
gião central (interior) da molécula. Eles são conectados por regiões em 
alça (p. ex., curvaturas $) na superfície da proteína. Estruturas superse- 
cundárias são normalmente produzidas pelo empacotamento próximo 
de cadeias laterais a partir de elementos estruturais secundários adja- 
centes. Por exemplo, as hélices a e as folhas adjacentes na sequência 
de aminoácidos também são normalmente (mas não sempre) adjacentes 
na proteína final, dobrada. Alguns dos motivos mais comuns estão ilus- 
trados na Figura 2.8. 





que se ligam ao DNA contêm um limitado número de motivos. O motivo 
hélice-alça-hélice é um exemplo encontrado em diversas proteínas que 


Os motivos podem estar associados a funções específicas. As proteínas 
funcionam como fatores de transcrição (ver pág. 438). 





IV. ESTRUTURA TERCIÁRIA 





A estrutura primária de uma cadeia polipeptídica determina sua estrutura 
terciária. A palavra “terciária” refere-se tanto ao dobramento dos domínios 
(as unidades básicas de estrutura e função; ver item A. Domínios, a seguir) 
quanto ao arranjo final dos domínios no polipeptídeo. A estrutura terciária 
das proteínas globulares em solução aquosa é compacta, com alta densida- 
de (intenso empacotamento) de átomos no centro da molécula. As cadeias 
laterais hidrofóbicas são posicionadas no interior, enquanto os grupos hidro- 
fílicos geralmente são encontrados na superfície da molécula. 


A. Domínios 


Os domínios são as unidades funcionais fundamentais com estrutura 
tridimensional em um polipeptídeo. As cadeias polipeptídicas com mais 
de 200 aminoácidos de comprimento geralmente apresentam dois ou 
mais domínios. O centro de um domínio é formado a partir de com- 
binações de elementos estruturais supersecundários (motivos). O do- 
bramento da cadeia peptídica dentro de um domínio em geral ocorre 
independentemente do dobramento em outros domínios. Assim, cada 
domínio apresenta as características de uma proteína globular pequena 
e compacta, estruturalmente independente de outros domínios na ca- 
deia polipeptídica. 
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Interações de estabilização 


A estrutura tridimensional única de cada polipeptídeo é determinada por 
sua sequência de aminoácidos. As interações entre as cadeias laterais 
dos aminoácidos direcionam o dobramento do polipeptídeo para formar 
uma estrutura compacta. Os seguintes quatro tipos de interações coo- 
peram para estabilizar as estruturas terciárias das proteínas globulares. 


1. Pontes dissulfeto. Uma ponte dissulfeto (-S-S-) é uma ligação 
covalente formada pelos grupos sulfidrila (-SH) de dois resíduos de 
cisteína para produzir um resíduo de cistina (Fig. 2.9). As duas cis- 
teínas podem estar distantes uma da outra por vários aminoácidos 
na sequência primária de um mesmo polipeptídeo ou podem até 
estar localizadas em dois polipeptídeos diferentes. O dobramento 
do(s) polipeptídeo(s) aproxima os resíduos de cisteína e permite a 
ligação covalente de suas cadeias laterais. Uma ponte dissulfeto 
contribui para a estabilidade da conformação tridimensional da mo- 
lécula proteica e evita que ela se torne desnaturada no meio ex- 
tracelular. Por exemplo, muitas pontes dissulfeto são encontradas 
em proteínas, como as imunoglobulinas secretadas pelas células. 
(Nota: a proteina dissulfeto isomerase rompe e reestrutura as pontes 
dissulfeto durante o dobramento proteico.) 


2. Interações hidrofóbicas. Os aminoácidos com cadeias laterais hi- 
drofóbicas tendem a ficar localizados no interior da molécula polipep- 
tídica, onde se associam com outros aminoácidos hidrofóbicos (Fig. 
2.10). Em contrapartida, aminoácidos com cadeias laterais polares 
ou com carga tendem a ficar na superfície da molécula, em contato 
com o solvente polar. (Nota: lembre-se que proteinas localizadas em 
ambientes apolares [lipídicos], como as membranas celulares, exi- 
bem um arranjo inverso [ver Fig. 1.4, pág. 4].) Em qualquer dos casos, 
ocorre a segregação energeticamente mais favorável dos grupos R. 


3. Ligações de hidrogênio. Cadeias laterais de aminoácidos con- 
tendo hidrogênio ligado a oxigênio ou nitrogênio, como os grupos 
alcoólicos da serina e da treonina, podem formar ligações de hidro- 
gênio com átomos ricos em elétrons, como o oxigênio dos grupos 
carboxila ou o grupo carbonila das ligações peptídicas (Fig. 2.11; 
ver também a Fig. 1.6, pág. 4). A formação de ligações de hidro- 
gênio entre os grupos polares na superfície de uma proteína e o 
solvente aquoso aumentam a solubilidade da proteína. 


4. Interações iônicas. Grupos carregados negativamente, como o 
grupo carboxila (-COO”) na cadeia lateral do aspartato ou do gluta- 
mato, podem interagir com grupos carregados positivamente, como 
o grupo amino (-NH,), na cadeia lateral da lisina (ver Fig. 2.11). 


Dobramento proteico 


As interações entre as cadeias laterais dos aminoácidos determinam 
como uma cadeia polipeptídica linear se dobra para formar a intricada 
conformação tridimensional de proteínas funcionais. O dobramento pro- 
teico que ocorre dentro da célula, de segundos a minutos, envolve vias 
ordenadas e não aleatórias. Conforme um peptídeo se dobra, as estrutu- 
ras secundárias se organizam, direcionadas pelo efeito hidrofóbico (isto 
é, grupos hidrofóbicos se juntam à medida que a água é liberada). Essas 
pequenas estruturas se combinam para formar estruturas maiores. Even- 
tos adicionais estabilizam a estrutura secundária e iniciam a formação da 
estrutura terciária. Na última etapa, o peptídeo atinge sua conformação 
nativa (funcional) completamente dobrada, caracterizada por um esta- 
do de baixa energia (Fig. 2.12). (Nota: algumas proteínas biologicamente 
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Figura 2.10 

Interações hidrofóbicas entre 
aminoácidos com cadeias laterais 
apolares. 
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Figura 2.11 

Interações de cadeias laterais de 
aminoácidos por meio de ligações 
de hidrogênio e ligações iônicas 
(pontes salinas). 
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Figura 2.12 
Etapas no dobramento proteico 
(simplificado). 


ativas ou suas partes não possuem uma estrutura terciária estável. Elas 
são denominadas proteínas intrinsecamente desordenadas.) 


D. Desnaturação proteica 


A desnaturação resulta no desdobramento e na desorganização das 
estruturas proteicas secundária e terciária, sem que haja hidrólise das 
ligações peptídicas. Os agentes desnaturantes incluem calor, ureia, sol- 
ventes orgânicos, ácidos ou bases fortes, detergentes e íons de metais 
pesados, como chumbo. A desnaturação pode, sob condições ideais, 
ser reversível, de tal forma que a proteína dobra-se novamente em sua 
estrutura original (nativa) quando o agente desnaturante for removido. 
No entanto, uma vez desnaturada, a maioria das proteínas continua 
permanentemente desordenada. As proteínas desnaturadas são, com 
frequência, insolúveis e precipitam quando em solução. 


E. Chaperonas e dobramento proteico 


A informação necessária para o correto dobramento da proteina está 
contida na estrutura primária do polipeptídeo. No entanto, a maioria das 
proteínas desnaturadas não retoma sua conformação nativa, mesmo em 
condições ambientais favoráveis. Isso ocorre porque, para muitas protei- 
nas, dobrar é um processo facilitado que requer um grupo especializado 
de proteínas, denominadas chaperonas moleculares, e hidrólise de ATP. As 
chaperonas, também denominadas proteínas de choque térmico (HSP, do 
inglês heat shock proteins), interagem com um polipeptídeo em vários es- 
tágios durante o processo de dobramento. Algumas chaperonas se ligam a 
regiões hidrofóbicas de um polipeptídeo estendido e são importantes para 
manter a proteína desdobrada até sua síntese completa (p. ex., Hsp70). 
Outras formam estruturas macromoleculares semelhantes a gaiolas, com- 
postas por dois anéis empilhados. A proteína parcialmente dobrada entra 
na gaiola, liga-se à cavidade central por meio de interações hidrofóbicas, 
é dobrada e liberada (p. ex., Hsp60 mitocondrial). (Nota: as chaperonas 
do tipo gaiola são algumas vezes denominadas chaperoninas.) Assim, as 
chaperonas facilitam o dobramento proteico correto, ligando-se e estabi- 
lizando regiões hidrofóbicas expostas, propensas à agregação, em poli- 
peptídeos nascentes (e desnaturados), evitando o dobramento prematuro. 


V. ESTRUTURA QUATERNÁRIA 





Muitas proteínas consistem em uma única cadeia polipeptídica e são 
definidas como proteínas monoméricas. Outras, entretanto, consistem 
em duas ou mais cadeias polipeptídicas, que podem ser estruturalmente 
idênticas ou totalmente diferentes. O arranjo dessas subunidades poli- 
peptídicas é denominado estrutura quaternária da proteína. As subuni- 
dades são unidas, principalmente, por interações não covalentes (p. ex., 
ligações de hidrogênio, ligações iônicas e interações hidrofóbicas). As 
subunidades podem funcionar independentemente umas das outras ou 
podem trabalhar cooperativamente, como no caso da hemoglobina, em 
que a ligação do oxigênio a uma subunidade do tetrâmero aumenta a 
afinidade das outras subunidades para o oxigênio (ver pág. 29). 





rém com estrutura primária diferente. Podem ser originadas de genes 
diferentes ou de processamento tecido-específico a partir de um único 
gene. Se a proteína atua como enzima, as isoformas são denominadas 


As isoformas são proteínas que desempenham a mesma função, po- 
isoenzimas (ou isozimas; ver pág. 65). 
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VI. DOBRAMENTO INADEQUADO DE PROTEÍNAS 





O dobramento proteico é um processo complexo que, às vezes, pode re- 
sultar em moléculas dobradas incorretamente. Essas proteínas dobradas de 
forma incorreta são normalmente marcadas e degradadas dentro da célu- 
la (ver pág. 247). Entretanto, esse sistema de controle de qualidade não é 
perfeito, e agregados intra ou extracelulares de proteínas inadequadamente 
dobradas podem se acumular, especialmente durante o envelhecimento. De- 
pósitos de proteínas com dobramentos incorretos estão associados a algu- 
mas doenças. 


A. Doenças amiloides 


O dobramento incorreto de proteínas pode ocorrer espontaneamente 
ou ser causado por uma mutação em um determinado gene, o que 
produz uma proteína alterada. Além disso, algumas proteínas apa- 
rentemente normais, após uma clivagem proteolítica anormal, podem 
assumir uma conformação específica, que leva à formação de longos 
feixes de proteínas fibrilares, constituídos de folhas B pregueadas. O 
acúmulo destes agregados de proteínas fibrosas insolúveis, chama- 
dos amiloides, tem sido implicado em distúrbios neurodegenerativos, 
tais como a doença de Parkinson e a doença de Alzheimer (DA). O 
componente predominante da placa amiloide que se acumula na DA 
é um peptídeo extracelular formado por 40 a 42 resíduos de aminoá- 
cidos, denominado amiloide B (AB). Os métodos de cristalografia de 
raios X e espectroscopia de infravermelho demonstram uma confor- 
mação de estrutura secundária característica de folha B pregueada, na 
forma de fibrilas não ramificadas. Esse peptídeo, quando agregado na 
conformação de folha B pregueada, é neurotóxico e constitui o prin- 
cipal evento patogênico que leva ao prejuízo cognitivo característico 
da doença. O peptídeo amiloide AB, depositado no encéfalo na DA, 
é derivado por clivagem enzimática (por secretases) de uma proteína 
maior, a proteína precursora amiloide, uma proteína com um único do- 
mínio transmembrana, expressa na superfície de células neurais e em 
outros tecidos (Fig. 2.13). Os agregados contendo o peptídeo AB for- 
mam a placa amiloide, encontrada no parênquima cerebral e ao redor 
dos vasos sanguíneos. A maioria dos casos de DA não é de origem 
genética, embora pelo menos 5% dos casos tenham origem familiar. 
Um segundo fator biológico envolvido no desenvolvimento da DA é o 
acúmulo de emaranhados neurofibrilares no interior de neurônios. Um 
componente-chave desse emaranhado de fibras é uma forma anormal 
(hiperfosforilada e insolúvel) da proteína tau (7), que, na forma sau- 
dável, auxilia na organização da estrutura microtubular. A proteína T 
defeituosa parece bloquear as ações da sua forma equivalente nor- 
mal. (Nota: na doença de Parkinson, a amiloide é formada a partir da 
proteína a-sinucleína.) 


B. Doença do príon (partícula proteica infecciosa)* 


A proteína do príon (PrP, do inglês prion protein) é o agente causador de 
encefalopatias espongiformes transmissíveis (EET), incluindo a doença 
de Creutzfeldt-Jakob em seres humanos, o scrapie em ovinos e a en- 
cefalopatia espongiforme bovina no gado (popularmente chamada de 


*N. de T. O termo prion foi cunhado em 1982 pelo médico neurologista estadunidense 
Stanley B. Prusiner por meio de uma aglutinação com as palavras proteinaceous (que 
quer dizer de origem proteica) e infection (infecção). Prusiner foi agraciado com o No- 
bel de Fisiologia ou Medicina de 1997. 
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Figura 2.13 

A-C. Formação de placas amiloides 
encontradas na doença de Alzheimer 
(DA). (Nota: mutações na presenilina, 
a subunidade catalítica da secretase 
y, são a causa mais comum da DA 
familiar.) 
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[1] interação da molécula PrP 

infecciosa com uma PrP normal 
faz com que a molécula normal 
adquira a forma infecciosa. 
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Figura 2.14 

Um mecanismo proposto para a 
multiplicação de príon infeccioso. 
PrP = proteína do príon; 

PrPº = proteína do príon celular; 
PrP“ = proteína do príon scrapie. 


doença da vaca louca).* Após uma extensa série de procedimentos de 
purificação, os cientistas ficaram surpresos ao descobrir que a infec- 
ciosidade do agente causador do scrapie em ovinos estava associada 
a uma única proteína que não estava complexada com ácido nucleico 
detectável. Essa proteína infecciosa é designada PrP“? (Sc = scrapie). Ela 
é altamente resistente à degradação proteolítica e, na forma infecciosa, 
tende a formar agregados fibrilares insolúveis, similares à placa amiloide 
encontrada em outras doenças encefálicas. Uma forma não infecciosa 
da PrPº (C = celular), codificada pelo mesmo gene que a forma infec- 
ciosa, está presente no encéfalo normal dos mamíferos, na superfície 
de neurônios e de células gliais. Dessa forma, a PrPº é uma proteína 
hospedeira. Não foram encontradas diferenças estruturais primárias ou 
modificações pós-traducionais entre as formas normal e infecciosa da 
proteína. A chave para se tornar uma proteína infecciosa aparentemente 
reside em alterações na conformação tridimensional da PrP®°. A pesquisa 
demonstrou que diversas hélices a presentes na forma não infecciosa 
da PrPº são substituídas por folhas B na forma infecciosa (Fig. 2.14). 
Provavelmente, essa diferença conformacional é o que confere relativa 
resistência à degradação proteolítica de príons infecciosos e os permite 
serem distinguidos da PrPº normal em tecidos infectados. O agente in- 
feccioso é, então, uma versão alterada da proteína normal, agindo como 
molde ao fazer a proteína normal assumir conformação patogênica. As 
EET são sempre fatais, e, atualmente, nenhum tratamento é capaz de 
alterar esse resultado. 





VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





Para entender a estrutura proteica, é essencial o conceito de conformação 
nativa (Fig. 2.15): a estrutura proteica inteiramente organizada e funcional (p. 
ex., enzima ativa ou proteína estrutural). A singular estrutura tridimensional da 
conformação nativa é determinada por sua estrutura primária, isto é, a sua 
sequência de aminoácidos. As interações entre as cadeias laterais dos aminoá- 
cidos direcionam o dobramento da cadeia polipeptídica para formar estruturas 
secundárias, terciárias e (algumas vezes) quaternárias, as quais cooperam 
para a estabilização da conformação nativa da proteína. Além disso, as cha- 
peronas, um grupo especializado de proteínas, são necessárias para a correta 
organização de muitas espécies de proteínas. A desnaturação proteica resulta 
no desdobramento e na desorganização da estrutura proteica, sem que haja hi- 
drólise das ligações peptídicas. A desnaturação pode ser reversível ou, mais fre- 
quentemente, irreversível. Doenças podem ocorrer quando uma proteína apa- 
rentemente normal adquire conformação citotóxica, como no caso da doença 
de Alzheimer (DA) e das encefalopatias espongiformes transmissíveis (EET), 
incluindo a doença de Creutzfeldt-Jakob. Na DA, proteínas normais, após 
um processo químico anormal, adquirem um estado conformacional que leva 
à formação do peptídeo amiloide B (AP), agregados neurotóxicos em forma 
de folha B pregueada. Nas EET, o agente infeccioso é uma versão alterada da 
proteína do príon normal, que age como “molde” por fazer a proteína normal 








assumir conformação patogênica. 





*N. de T. O termo scrapie (também é denominada como paraplexia enzoótica dos ovi- 
nos ou tremor enzoótico ovino) vem da palavra inglesa scrape. O prurido associado ao 
quadro clínico do animal foi o sintoma que gerou o nome da enfermidade, devido ao 
ato compulsivo de coçar e de esfregar-se (scraping) em objetos. 
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Mapa de conceitos-chaves referentes à estrutura proteica. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


2.1 Qual das seguintes afirmativas sobre a estrutura proteica 
está correta? 

A. As proteínas de apenas um polipeptídeo apresentam 
estrutura quaternária estabilizada por ligações cova- 
lentes. 

B. As ligações peptídicas que unem aminoácidos em 
uma proteína geralmente assumem configuração cis. 

C. A formação de uma ponte dissulfeto em uma pro- 
teína requer que os dois resíduos de cisteína partici- 
pantes estejam adjacentes na estrutura primária. 

D. A desnaturação proteica leva à perda irreversível de 
elementos estruturais secundários, como a hélice a. 

E. A principal força motriz para o dobramento proteico 
é o efeito hidrofóbico. 


2.2 Uma mutação pontual particular resulta na ruptura da 
estrutura a-helicoidal em um segmento da proteina mu- 
tante. A alteração mais provável na estrutura primária da 
proteína mutante é: 


A. glutamato para aspartato. 
B. lisina para arginina. 

C. metionina para prolina. 

D. valina para alanina. 


2.3 Ao comparar a hélice œ com a folha B, qual afirmação 
está correta apenas para a folha B? 


A. Há uma ampla formação de ligações de hidrogênio 
entre o oxigênio da carbonila (C=0) e o hidrogênio 
amida (N-H) da ligação peptídica. 

B. Pode ser encontrada em proteínas globulares típi- 
cas. 

C. É estabilizada por ligações de hidrogênio interca- 
deia. 

D. É um exemplo de estrutura secundária. 

E. Pode ser encontrada em estruturas supersecundá- 
rias. 


2.4 Um homem de 80 anos de idade apresentava prejuízo das 
funções intelectuais e alterações de comportamento. Sua 
família relatou desorientação progressiva e perda de me- 
mória durante os últimos seis meses. Não há história fa- 
miliar de demência. O paciente foi provisoriamente diag- 
nosticado como portador de doença de Alzheimer (DA). 
Qual das seguintes alternativas melhor descreve DA? 


A. Está associada com a proteína amiloide B, uma pro- 
teína anormal, com sequência alterada de aminoáci- 
dos. 

B. Resulta do acúmulo de proteinas desnaturadas que 
apresentam conformações aleatórias. 

C. Está associada com o acúmulo da proteína precur- 
sora amiloide. 

D. Está associada com o depósito de agregados neuro- 
tóxicos do peptídeo amiloide p. 

E. É uma doença produzida por ação do ambiente, não 
influenciada pela genética do indivíduo. 

F. É causada pela forma infecciosa em folha B de uma 
proteína celular “hospedeira”. 


Resposta correta = E. O efeito hidrofóbico, ou a tendência de asso- 
ciação de grupamentos não polares em ambiente polar, é a principal 
força motriz para o dobramento proteico. A estrutura quaternária re- 
quer mais de um polipeptídeo e é estabilizada principalmente por 
ligações não covalentes. A ligação peptídica é quase sempre trans. 
Os dois resíduos de cisteina envolvidos na formação da ponte dis- 
sulfeto podem estar distantes um do outro na sequência de aminoá- 
cidos do polipeptídeo (ou mesmo em dois polipeptídeos separados), 
mas são aproximados pela organização tridimensional do polipepti- 
deo. A desnaturação pode ser reversível ou irreversível. 


Resposta correta = C. A prolina, devido ao seu grupo amino secun- 
dário, é incompatível com uma hélice a. Glutamato, aspartato, lisina 
e arginina são aminoácidos carregados, e a valina é um aminoácido 
ramificado. Aminoácidos carregados ou ramificados (volumosos) 
podem impedir a formação de uma hélice a. (Nota: a flexibilidade 
do grupo R da glicina também pode impedir a formação de uma 
hélice a.) 


Resposta correta = C. A folha é estabilizada por ligações de hidro- 
gênio intercadeia, formadas entre cadeias polipeptídicas distintas e 
por ligações de hidrogênio intracadeia, formadas entre regiões de 
um único polipeptídeo. A hélice a, no entanto, é estabilizada apenas 
por ligações de hidrogênio intracadeia. As afirmações A, B, De E 
são verdadeiras para ambos os elementos estruturais secundários. 


Resposta correta = D. A doença de Alzheimer (DA) está associada 
a longos agregados fibrilares proteicos, constituídos de folhas p 
pregueadas, encontrados no encéfalo e em outros locais. A doença 
está relacionada com o processamento anormal de uma proteína 
normal. O acúmulo da proteína alterada ocorre em uma conforma- 
ção de folhas B pregueadas, que é neurotóxica. O amiloide B, que é 
depositado no encéfalo na DA, origina-se por clivagens proteolíticas 
da proteina precursora amiloide, uma proteina transmembrana ex- 
pressa na superfície celular no encéfalo e em outros tecidos. A maio- 
ria dos casos de DA são esporádicos, embora pelo menos 5% dos 
casos tenham origem familiar. Doenças do príon, como a doença de 
Creutzfeldt-Jakob, são causadas pela forma infecciosa (PrP*) em 
folha B de uma proteina celular “hospedeira” (PrP?. 





Proteínas globulares 


I. VISÃO GERAL 





O capítulo anterior descreveu os tipos de estruturas secundária e terciária, 
que são como os tijolos e a argamassa da arquitetura proteica. Com o ar- 
ranjo desses elementos estruturais básicos em diferentes combinações, é 
possível construir uma grande diversidade de proteínas capazes de desem- 
penhar uma variedade de funções especializadas. Este capítulo examina a 
relação entre a estrutura e a função de algumas proteínas globulares clinica- 
mente importantes, as hemeproteínas. As proteínas estruturais fibrosas são 
discutidas no Capítulo 4. 


Il. HEMEPROTEÍNAS GLOBULARES 





Hemeproteínas são um grupo de proteínas especializadas que contêm heme 
como grupo prostético firmemente ligado. (Ver pág. 54 para uma discussão 
a respeito de grupos prostéticos.) O papel do grupo heme é determinado 
pelo ambiente criado pela estrutura tridimensional da proteína. Por exemplo, 
o grupo heme de um citocromo funciona como um carreador de elétrons, 
sendo alternadamente oxidado e reduzido (ver pág. 75). Em contrapartida, o 
grupo heme da enzima catalase é parte do sítio ativo da enzima, a qual cata- 
lisa a quebra do peróxido de hidrogênio (ver pág. 148). Na hemoglobina e na 
mioglobina, as duas hemeproteínas mais abundantes em humanos, o grupo 
heme serve para ligar, de forma reversível, o oxigênio (0,). 


A. Estrutura do heme 


O heme é um complexo de protoporfirina IX e íon ferroso (Fe?) (Fig. 3.1). 
O ferro está ligado no centro da molécula do heme por meio de ligações 
aos quatro nitrogênios do anel porfirínico. O Fe?” do heme pode formar 
duas ligações adicionais, uma de cada lado do plano do anel porfirínico. 
Na mioglobina e na hemoglobina, uma dessas posições estabelece uma 
interação coordenada com a cadeia lateral de um resíduo de histidina da 
molécula da globina, enquanto a outra posição fica disponível para ligar 
o O, (Fig. 3.2). (Ver págs. 278 e 282, respectivamente, para uma discus- 
são acerca da síntese e da degradação do núcleo heme.) 


B. Estrutura e função da mioglobina 


A mioglobina, uma hemeproteína presente no coração e no músculo es- 
quelético, funciona tanto como um reservatório quanto como um carre- 
ador de oxigênio que aumenta a velocidade de transporte de oxigênio 
dentro da célula muscular. (Nota: surpreendentemente, a mioglobina de 
camundongo duplamente nocaute [ver pág. 502] apresenta um fenó- 


O ferro (Fe) pode formar seis ' 
ligações: quatro com os nitrogênios EM 
porfirínicos, mais duas ligações 
adicionais, uma acima e outra 

abaixo do plano do anel porfiri 














Figura 3.1 
A. Hemeproteina (citocromo c). 
B. Estrutura do heme. 
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Figura 3.2 


A. Modelo da mioglobina, mostrando as hélices a de A a H. B. Diagrama esquemático do sítio de ligação do oxigênio 


na mioglobina. 


tipo aparentemente normal.) A mioglobina consiste em uma única ca- 
deia polipeptídica, a qual é estruturalmente similar a uma das cadeias 
polipeptídicas individuais que constituem as subunidades da molécula 
tetramérica da hemoglobina. Essa homologia torna a mioglobina um mo- 
delo útil para interpretar algumas das propriedades mais complexas da 
hemoglobina. 


i: 


Conteúdo em hélice œ. A mioglobina é uma molécula compacta, 
com aproximadamente 80% de sua cadeia polipeptídica dobrada 
em oito segmentos de hélice a. Essas regiões a-helicoidais, mar- 
cadas de A a H na Figura 3.24, são interrompidas pela presença de 
prolina, cujo anel de cinco membros não pode ser acomodado na 
hélice a (ver pág. 16), ou por curvaturas f e alças estabilizadas por 
ligações de hidrogênio e ligações iônicas (ver pág. 19). (Nota: liga- 
ções iônicas são também denominadas interações eletrostáticas ou 
ligações salinas.) 


Localização dos resíduos de aminoácidos polares e apola- 
res. O interior da molécula globular de mioglobina é constituído 
quase que inteiramente por aminoácidos apolares. Eles estão com- 
pactados, formando uma estrutura estabilizada por interações hi- 
drofóbicas entre esses resíduos agrupados (ver pág. 19). Em contra- 
partida, os aminoácidos com cadeia lateral polar estão localizados 
quase que exclusivamente na superfície da molécula, onde podem 
formar ligações de hidrogênio entre si e com a água. 


Ligação do grupo heme. O grupo heme da mioglobina se situa 
em uma fenda na molécula, a qual é revestida por aminoácidos 
apolares. Exceções notáveis são dois resíduos de histidina (ver Fig. 
3.2B). O primeiro, a histidina proximal (F8), liga-se diretamente ao 
Fe” do grupo heme. O segundo, a histidina distal (E7), não interage 
diretamente com o grupo heme, mas ajuda a estabilizar a ligação do 
O,ao Fe”, Assim, a porção proteica da mioglobina, ou globina, cria 
um microambiente especial para o grupo heme, permitindo a liga- 
ção reversível de uma molécula de oxigênio (oxigenação). A perda 
simultânea de elétrons pelo Fe” (oxidação à forma íon férrico [Fe**]) 
ocorre muito raramente. 


C. Estrutura e função da hemoglobina 


A hemoglobina é encontrada exclusivamente nos eritrócitos, e sua prin- 
cipal função é transportar oxigênio (O,) dos pulmões até os capilares dos 
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Figura 3.3 
A. Estrutura da hemoglobina, mostrando o esqueleto polipeptídico. B. Desenho simplificado, mostrando as hélices a. 


tecidos. A hemoglobina A, a principal hemoglobina de adultos, é com- 
posta por quatro cadeias polipeptídicas (duas cadeias a e duas cadeias 
B) unidas por interações não covalentes (Fig. 3.3). Cada cadeia (subuni- 
dade) contém segmentos de estrutura em hélice a, além de uma fenda, 
ou bolso, revestida por grupos hidrofóbicos, onde se liga o grupo heme, 
de forma similar ao descrito para a mioglobina. A molécula tetramérica 
da hemoglobina, no entanto, é estrutural e funcionalmente mais comple- 
xa do que a mioglobina. Por exemplo, a hemoglobina pode transportar 
prótons (H*) e dióxido de carbono (CO,) dos tecidos até os pulmões e 
pode carregar quatro moléculas de O, dos pulmões às células dos te- 
cidos do corpo. Além disso, as propriedades de ligação do oxigênio na 
hemoglobina são reguladas por interações com efetores alostéricos (ver 
pág. 29). 





manho dos organismos. Sistemas circulatórios superam esse problema, 
porém são necessárias moléculas de transporte como a hemoglobina, 
pois o O, é apenas fracamente solúvel em soluções aquosas como o 


Obter O, da atmosfera apenas por difusão limita enormemente o ta- 
sangue. 





1. Estrutura quaternária. Visualiza-se a hemoglobina tetramérica 
composta por dois dímeros idênticos (af), e (aß),. As duas cadeias 
polipeptídicas em cada dímero são unidas firmemente, em especial 
por meio de interações hidrofóbicas (Fig. 3.4). (Nota: nesse caso, os 
resíduos de aminoácidos hidrofóbicos estão localizados não apenas 
no interior da molécula, mas também em uma região da superfície 
na interface de cada subunidade. Múltiplas interações hidrofóbicas 
intercadeias formam fortes associações entre as subunidades a e 
as subunidades ß nos dímeros.) Em contrapartida, os dois dímeros 
são mantidos unidos principalmente por ligações polares. As inte- 
rações mais fracas entre os dímeros permitem que haja movimento 
de um em relação ao outro. Esse movimento resulta em posições 
diferentes desses dímeros um em relação ao outro na desoxiemo- 
globina, quando comparado à oxiemoglobina (ver Fig. 3.4). 
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Fracas ligações iônicas e de 
hidrogênio ocorrem entre os 
pares de dímeros aß na forma 
desoxigenada. 


Estrutura “T”, ou tensa, da desoxiemoglobina 


Interações fortes, 
principalmente 
hidrofóbicas, entre as 
ideias a e B formam 
dimeros af estáveis. 


Algumas ligações iônicas 
e de hidrogênio entre 


rompidas no estado 
O | oxigenado. 








Estrutura “R”, ou relaxada, da oxiemoglobina 





Figura 3.4 


Diagrama esquemático mostrando mudanças estruturais resultantes da oxigenação e desoxigenação da hemoglobina. 
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Figura 3.5 


Movimento do ferro (Fe) do núcleo 
heme. A. Para fora do plano do 
núcleo heme quando o oxigênio (O,) 
não está ligado. B. Para dentro 

do plano do núcleo heme com 

a ligação do O,. 


a. FormaT. A forma desoxi da hemoglobina é chamada de “T” 
ou forma tensa. Na forma T, os dois dímeros a interagem por 
meio de uma rede de ligações iônicas e ligações de hidrogênio 
que restringem os movimentos das cadeias polipeptídicas. A 
conformação T é a forma da hemoglobina com baixa afinidade 
pelo oxigênio. 


b. Forma R. A ligação do O, à hemoglobina causa a ruptura de 
algumas das ligações polares entre os dois dímeros aß, permi- 
tindo movimento desses dímeros. Especificamente, a ligação 
do O, ao Fe” do grupo heme empurra este ferro para dentro do 
plano do grupo heme (Fig. 3.5). Uma vez que o ferro também 
está ligado à histidina proximal (F8), o movimento resultante 
das cadeias de globina altera a interface entre os dímeros ap, 
levando a uma estrutura chamada “R”, ou forma relaxada (ver 
Fig. 3.4). A conformação R é a forma da hemoglobina de alta 
afinidade pelo oxigênio. 


. A ligação do oxigênio à mioglobina e à hemoglobina 


A mioglobina pode ligar somente uma molécula de oxigênio (O,), porque 
contém apenas um grupo heme. A hemoglobina, em contrapartida, pode 
ligar quatro moléculas de O,, uma a cada um de seus quatro núcleos 
heme. O grau de saturação (Y) desses sítios de ligação ao oxigênio em 
todas as moléculas de mioglobina ou hemoglobina pode variar de zero 
(quando todos os sítios estão vazios) a 100% (quando todos os sítios 
estão preenchidos), como mostrado na Figura 3.6. (Nota: a oximetria de 
pulso é um método indireto e não invasivo de medir a saturação de oxi- 
gênio no sangue arterial que se baseia em diferenças na absorção de luz 
entre a oxiemoglobina e a desoxiemoglobina.) 


1. Curva de dissociação do oxigênio. Uma curva da saturação (Y) 
medida em diferentes pressões parciais de oxigênio (pO,) é chama- 
da de curva de dissociação do oxigênio. (Nota: a pO, também pode 
ser representada como PO,.) As curvas para a mioglobina e para a 
hemoglobina apresentam diferenças importantes (ver Fig. 3.6). Esse 





Bioquímica Ilustrada 29 





gráfico ilustra que a mioglobina tem maior afinidade por oxigênio do 
que a hemoglobina, em todas as pO,. A pressão parcial de oxigênio 
necessária para obter metade da saturação dos sítios de ligação 
(Pso) é de aproximadamente 1 mmHg para a mioglobina e 26 mmHg 
para a hemoglobina. Quanto maior a afinidade por oxigênio (i.e., 
quanto mais fortemente a molécula liga-se ao O,), menor a P5- 


a. Mioglobina. A curva de dissociação do oxigênio para a mio- 
globina possui uma forma hiperbólica (ver Fig. 3.6). Isso reflete 
o fato de que a mioglobina se liga reversivelmente a apenas 
uma molécula de oxigênio. Assim, a mioglobina oxigenada 
(MbO,) e a desoxigenada (Mb) estão em um equilíbrio simples: 


Mb + O, = MboO, 


O equilíbrio é deslocado para a direita ou para a esquerda à 
medida que o O, é adicionado ou removido do sistema. (Nota: 
a mioglobina tem a função de ligar o O, liberado pela hemoglo- 
bina nas baixas pO, encontradas no músculo. A mioglobina, 
por sua vez, libera o O, dentro da célula muscular em resposta 
à demanda de oxigênio.) 


b. Hemoglobina. A curva de dissociação do oxigênio para a he- 
moglobina tem forma sigmoidal (ver Fig. 3.6), indicando que as 
subunidades cooperam na ligação do O,. A ligação cooperativa 
do O, pelas quatro subunidades da hemoglobina significa que 
a ligação de uma molécula de oxigênio a uma das subunidades 
aumenta a afinidade por oxigênio das subunidades restantes 
na mesma molécula de hemoglobina (Fig. 3.7). Embora seja 
mais difícil para a primeira molécula de oxigênio ligar-se à he- 
moglobina, as ligações subsequentes de outras moléculas de 
oxigênio ocorrem com alta afinidade, como demonstrado pela 
curva rapidamente ascendente na região de 20 a 30 mmHg (ver 
Fig. 3.6). 


E. Efetores alostéricos 


A capacidade da hemoglobina para ligar-se reversivelmente ao oxigê- 
nio é afetada pela pO,, pelo pH do meio, pela pressão parcial de dió- 
xido de carbono (pCO,) e pela disponibilidade de 2,3-bisfosfoglicerato 
(2,3-BPG). Esses são coletivamente chamados de efetores alostéricos 
(“em outro sítio”), pois sua interação com um sítio na molécula tetramé- 
rica da hemoglobina causa mudanças estruturais que afetam a ligação 
do O, ao ferro dos núcleos heme em outras regiões da molécula. (Nota: a 
ligação do O, à mioglobina monomérica não é influenciada por efetores 
alostéricos.) 


1. 


Oxigênio. A curva sigmoidal de dissociação do oxigênio reflete 
mudanças estruturais específicas, as quais são iniciadas em uma 
subunidade e são transmitidas às outras subunidades da estrutura 
tetramérica da hemoglobina. O efeito líquido dessa cooperatividade 
é que a afinidade da hemoglobina pela última molécula de oxigênio 
a se ligar é aproximadamente 300 vezes maior do que a afinidade 
pela primeira molécula de oxigênio ligada. O oxigênio é, portanto, 
um efetor alostérico da hemoglobina. Ele estabiliza a forma R. 


a. Ligando e liberando o oxigênio. A ligação cooperativa do O, 
permite à hemoglobina liberar mais O, aos tecidos em resposta 
a variações relativamente pequenas na pO,. Isso pode ser ob- 
servado na Figura 3.6, na qual está indicada a pO, nos alvéolos 
pulmonares e nos capilares dos tecidos. Por exemplo, nos pul- 








A curva de dissociação do oxigênio 
apresentada pela hemoglobina é acentuada 
em baixas concentrações de oxigênio, como 
ocorre nos tecidos. Isso permite que o 
oxigênio seja liberado em resposta a 
pequenas variações na pO,. 





% de saturação com O, (Y) 





Figura 3.6 

Curvas de dissociação do oxigênio 
para a mioglobina e para a 
hemoglobina (Hb). 


Afinidade 
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Figura 3.7 
A hemoglobina (Hb) liga sucessivas 


moléculas de oxigênio (O,) com 
afinidade crescente. 
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O, liga-se à 
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Figura 3.8 
Transporte de oxigênio e dióxido de 
carbono pela hemoglobina. Fe = ferro. 
















A diminuição do pH resulta em decréscimo 
da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio 
e, dessa forma, em um deslocamento para 
a direita da curva de dissociação do oxigênio. 








Em um pH mais baixo, 
é necessária maior 
pO, para atingir uma 
determinada saturação 
de oxigênio. 
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Figura 3.9 

Efeito do pH sobre a afinidade 
da hemoglobina por oxigênio. 
Prótons são efetores alostéricos 
da hemoglobina. 


mões, a concentração de oxigênio é alta, e a hemoglobina se 
torna praticamente saturada (ou “carregada”) com oxigênio. 
Em contrapartida, nos tecidos periféricos, a oxiemoglobina li- 
bera (ou “descarrega”) a maior parte de seu O, para utilização 
no metabolismo oxidativo dos tecidos (Fig. 3.8). 


Significado da curva sigmoidal de dissociação do oxigê- 
nio. A inclinação abrupta da curva de dissociação do oxigê- 
nio na faixa de concentração de oxigênio que ocorre entre os 
pulmões e os tecidos permite que a hemoglobina transporte e 
libere o O, de forma eficiente, desde os sítios de alta pO, até os 
sítios de baixa pO,. Uma molécula com a curva de dissociação 
de oxigênio hiperbólica, como a mioglobina, não poderia apre- 
sentar o mesmo grau de liberação de O, nessa faixa de pO,. 
Pelo contrário, ela teria afinidade máxima por O, em toda essa 
faixa de pressão de oxigênio e, dessa forma, não o liberaria 
para os tecidos. 


2. Efeito Bohr. A liberação do O, pela hemoglobina é aumentada 
quando o pH diminui (quando a concentração de prótons [H*] au- 
menta) ou quando a hemoglobina está na presença de uma pCO, 
aumentada. Nos dois casos, há redução da afinidade da hemoglo- 
bina por oxigênio e, portanto, um deslocamento da curva de dis- 
sociação do oxigênio para a direita (Fig. 3.9). Então, ambos estabi- 
lizam o estado T (desoxi). Essa alteração na ligação do oxigênio é 
denominada efeito Bohr. Por sua vez, o aumento do pH e a redução 
da concentração de CO, resultam em maior afinidade por oxigênio 
e em um deslocamento da curva de dissociação do oxigênio para a 
esquerda, com estabilização do estado R (oxi). 


Origem dos prótons que diminuem o pH. A concentração 
de ambos, H* e CO,, nos capilares dos tecidos metabolicamen- 
te ativos é maior do que aquela observada nos capilares alveo- 
lares dos pulmões, nos quais o CO, é liberado no ar expirado. 
Nos tecidos, o CO, é convertido em ácido carbônico pela ani- 
drase carbônica, uma enzima contendo zinco: 


Co, +HO = Ho, 


O ácido carbônico perde espontaneamente um próton, tornan- 
do-se bicarbonato (o principal tampão do sangue): 


HCO, = HCO;+H' 


O Hº produzido por esse par de reações contribui para a redu- 
ção do pH. Esse gradiente diferencial de pH (os pulmões com 
pH mais alto e os tecidos com pH mais baixo) favorece a libe- 
ração de O, nos tecidos periféricos e a associação da hemo- 
globina ao oxigênio no pulmão. Assim, a afinidade da molécula 
da hemoglobina por oxigênio responde a pequenas alterações 
no pH entre os pulmões e os tecidos que consomem oxigênio, 
tornando a hemoglobina um transportador de O, mais eficiente. 


Mecanismo do efeito Bohr. O efeito Bohr reflete o fato de 
que a forma desoxi da hemoglobina possui maior afinidade por 
prótons que a oxiemoglobina. Esse efeito é causado por grupos 
ionizáveis, como cadeias laterais específicas de histidina, que 
possuem pK, (ver pág. 6) mais altos na desoxiemoglobina do 
que na oxiemoglobina. Assim, um aumento na concentração de 
Hº (resultando na diminuição do pH) faz com que esses grupos 
fiquem protonados (carregados) e capazes de formar ligações 
iônicas (também chamadas de pontes salinas). Essas ligações 
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estabilizam preferencialmente a forma desoxi da hemoglobina, 
produzindo uma redução na afinidade por oxigênio. (Nota: a 
hemoglobina, portanto, é um importante tampão sanguíneo.) 


O efeito Bohr pode ser representado esquematicamente como: 


HbO, + H = HbH +O, 
Oxiemoglobina Desoxiemoglobina 


em que um aumento de H+ (ou uma redução da pO,) deslo- 
ca o equilíbrio para a direita (em favor da desoxiemoglobina), 
enquanto um aumento na pO, (ou redução de H*) desloca o 
equilíbrio para a esquerda. 


Efeito do 2,3-BPG sobre a afinidade pelo oxigênio. O2,3-BPG 
é um regulador importante da ligação do O, à hemoglobina. Ele é o 
composto orgânico contendo fosfato mais abundante nos eritróci- 
tos, nos quais sua concentração é aproximadamente equivalente à 
da hemoglobina. O 2,3-BPG é sintetizado a partir de um interme- 
diário da rota glicolítica (Fig. 3.10; ver pág. 101 para uma discussão 
acerca da síntese do 2,3-BPG na glicólise). 


a. Ligação do 2,3-BPG à desoxiemoglobina. O 2,3-BPG di- 
minui a afinidade da hemoglobina por oxigênio, por ligar-se 
à desoxiemoglobina, mas não à oxiemoglobina. Essa ligação 
preferencial estabiliza a conformação T da desoxiemoglobina. 
O efeito da ligação do 2,3-BPG pode ser representado esque- 
maticamente como: 


HbO, + 23-BPG = 
Oxiemoglobina 


Hb-2,3-BPG + O, 
Desoxiemoglobina 


b. Sítio de ligação para o 2,3-BPG. Uma molécula de 2,3-BPG 
liga-se a uma fenda formada pelas duas cadeias de B-globina, 
no centro do tetrâmero da desoxiemoglobina (Fig. 3.11). Essa 
fenda contém vários aminoácidos carregados positivamente, 
que formam ligações iônicas com os grupos fosfato carrega- 
dos negativamente do 2,3-BPG. (Nota: a substituição de um 
desses aminoácidos pode resultar em variantes da hemoglo- 
bina com afinidade anormalmente alta pelo oxigênio, que pode 
ser compensada por um aumento da produção de eritrócitos 
[eritrocitose].) A oxigenação da hemoglobina torna mais estreita 
a fenda e causa a liberação do 2,3-BPG. 


c. Deslocamento na curva de dissociação do oxigênio. A 
hemoglobina da qual foi removido o 2,3-BPG apresenta alta 
afinidade pelo oxigênio. Entretanto, conforme observado no 
eritrócito, a presença de 2,3-BPG reduz significativamente a 
afinidade da hemoglobina por oxigênio, deslocando a curva de 
dissociação do oxigênio para a direita (Fig. 3.12). Essa afinida- 
de reduzida permite que a hemoglobina libere o O, de maneira 
eficiente nas pressões parciais encontradas nos tecidos. 


d. Os níveis de 2,3-BPG na hipóxia ou na anemia crônicas. A 
concentração de 2,3-BPG no eritrócito aumenta em resposta 
à hipóxia crônica, como observado em doenças pulmonares 
obstrutivas crônicas (p. ex., no enfisema), ou em altitudes ele- 
vadas, quando a hemoglobina circulante pode ter dificuldade 
em receber O, suficiente. Os níveis intracelulares de 2,3-BPG 
também estão elevados na anemia crônica, quando menos eri- 
trócitos que o normal estão disponíveis para suprir as necessi- 
dades de oxigênio do organismo. Níveis elevados de 2,3-BPG 
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Figura 3.10 

Síntese de 2,3-bisfosfoglicerato. 
(Nota: ® é um grupo fosforila, 
PO,”.) Na literatura mais antiga, 

o 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) 
pode ser encontrado com o nome 
2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). 


Uma única molécula de 2,3-BPG 
liga-se a uma concavidade 
positivamente carregada, formada 
pelas cadeias [3 da desoxiemoglobina. 




















Figura 3.11 
Ligação do 2,3-bisfosfoglicerato 
(2,3-BPG) à desoxiemoglobina. 
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Figura 3.12 

Efeito alostérico do 
2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) 
sobre a afinidade da hemoglobina 
por oxigênio. 
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Figura 3.13 


Efeito do monóxido de carbono (CO) 
sobre a afinidade da hemoglobina 
por oxigênio. O CO compete com o 
O, pela ligação com o ferro do núcleo 
heme. CO-Hb = carboxiemoglobina 
(monóxido de carbono-hemoglobina). 


diminuem a afinidade da hemoglobina por oxigênio, permitindo 
descarga maior de O, nos capilares dos tecidos (ver Fig. 3.12). 


e. 2,3-BPG no sangue transfundido. O 2,3-BPG é essencial 
para a função normal da hemoglobina de transportar oxigênio. 
No entanto, o armazenamento do sangue nos meios atualmente 
disponíveis resulta em uma redução no 2,3-BPG. Consequente- 
mente, o sangue armazenado manifesta uma afinidade por oxi- 
gênio anormalmente elevada e apresenta dificuldade em liberá- 
-lo de forma adequada para os tecidos. Assim, a hemoglobina 
deficiente em 2,3-BPG atua como uma espécie de “captador” 
para o oxigênio e não como seu sistema de transporte e libe- 
ração. Eritrócitos transfundidos são capazes de restaurar seus 
suprimentos depletados de 2,3-BPG em 6 a 24 horas. Contudo, 
pacientes gravemente doentes podem ter problemas se trans- 
fundidos com grandes quantidades de sangue depletado em 
2,3-BPG. Portanto, o sangue armazenado deve ser tratado com 
uma solução “rejuvenescedora”, que restaura rapidamente o 
2,3-BPG. (Nota: esse processo de “rejuvenescimento” também 
restaura o ATP perdido durante o armazenamento.) 


Ligação ao CO,. A maior parte do CO, produzido no metabolismo 
é hidratado e transportado como íon bicarbonato (ver Fig. 1.12, pág. 
9). Entretanto, algum CO, é carregado como carbamato, ligado a 
grupos amino N-terminais da hemoglobina (formando carbaminoe- 
moglobina, como mostrado na Fig. 3.8), o que pode ser representa- 
do esquematicamente como: 


Hb-NH,+CO, = Hb-NH-COO +H' 


A ligação do CO, estabiliza a forma T (tensa), ou desoxi, da hemo- 
globina, resultando em um decréscimo de sua afinidade por oxi- 
gênio (ver pág. 28) e em um deslocamento para a direita na curva 
de dissociação do oxigênio. Nos pulmões, o CO, dissocia-se da 
hemoglobina e é liberado na respiração. 


Ligação ao CO. O monóxido de carbono (CO) liga-se fortemente 
(mas reversivelmente) ao ferro da hemoglobina, formando carboxie- 
moglobina. Quando o monóxido de carbono se liga a um ou mais 
dos quatro grupos heme, a hemoglobina muda para a conforma- 
ção R, de modo que os grupos remanescentes se ligam ao O, com 
alta afinidade. Isso leva ao deslocamento da curva de saturação do 
oxigênio para a esquerda, mudando o formato sigmoidal normal da 
curva para o formato hiperbólico. Como resultado, a hemoglobina 
afetada é incapaz de liberar o oxigênio para os tecidos (Fig. 3.13). 
(Nota: a afinidade da hemoglobina por CO é 220 vezes maior do que 
por O,. Consequentemente, mesmo concentrações mínimas de mo- 
nóxido de carbono no meio podem produzir concentrações tóxicas 
de carboxiemoglobina no sangue. Por exemplo, níveis aumentados 
de CO são encontrados no sangue de fumantes. A toxicidade do CO 
parece resultar da combinação de hipóxia tecidual e de dano celular 
direto mediado pelo monóxido de carbono.) O envenenamento por 
monóxido de carbono é tratado com terapia de 100% de O, em alta 
pressão (terapia hiperbárica com oxigênio), que facilita a dissociação 
do CO da hemoglobina. (Nota: o CO inibe o Complexo IV da cadeia 
transportadora de elétrons [ver pág. 76].) Além do O,, do CO, e do 
CO, outro gás, o óxido nítrico (NO), também é carregado pela hemo- 
globina. O NO é um potente vasodilatador (ver pág. 151). Ele pode 
ser captado pelos eritrócitos ou deles liberado, modulando, assim, a 
disponibilidade de NO e influenciando o diâmetro dos vasos. 
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F. Hemoglobinas de menor ocorrência 


É importante lembrar que a hemoglobina A humana (HbA) é apenas 
um membro de uma família de proteínas funcional e estruturalmente 
relacionadas, as hemoglobinas (Fig. 3.14). Cada uma dessas proteínas 
transportadoras de oxigênio é um tetrâmero, composto por dois poli- 
peptídeos de a-globina (ou semelhantes à a-globina) e dois polipep- 
tídeos B-globina (ou semelhantes à B-globina). Certas hemoglobinas, 
como a HbF, são sintetizadas normalmente apenas durante o desen- 
volvimento fetal, enquanto outras, como a HbA,, são sintetizadas no 
adulto, embora em baixos níveis quando comparadas com a HbA. À Figura 3.14 

HbA também pode ser modificada pela adição covalente de uma hexo- Hemoglobinas humanas normais de 
se (ver item 3, a seguir). adultos. A HbA,, é um subtipo de 


1. Hemoglobina fetal. A HbF é um tetrâmero, consistindo em duas HbA (ou HbA). (Nota: as cadeias a 
cadeias a idênticas àquelas encontradas na HbA mais duas cadeias nessas hemoglobinas são idênticas.) 
gama (y) (azy; ver Fig. 3.14). As cadeias y são membros da familia Hb = hemoglobina. 
de genes das B-globinas (ver pág. 34). 





a. Síntese de HbF durante o desenvolvimento. No primeiro 
mês após a concepção, hemoglobinas embrionárias, como a 
Hb Gower 1, composta por duas cadeias zeta ((), semelhantes 
às cadeias «, e duas cadeias épsilon (£), estas últimas seme- 
lhantes às cadeias B, ou seja, [,€,, são sintetizadas pelo saco 
embrionário. Na quinta semana de gestação, o sítio de síntese 
da proteína globina é deslocado, inicialmente para o fígado e 
após para a medula óssea, e o principal produto é a HbF. A HbF 
é a principal hemoglobina encontrada em fetos e em recém- 
-nascidos, perfazendo aproximadamente 60% de toda a hemo- 
globina nos eritrócitos durante os últimos meses de vida fetal 
(Fig. 3.15). A síntese de HbA inicia na medula óssea por volta 
do oitavo mês de gestação, e gradualmente a HbF vai sendo 
substituída pela HbA. A Figura 3.15 mostra a produção relativa 
de cada tipo de cadeia da hemoglobina durante a vida fetal e 
pós-natal. (Nota: a HbF representa < 2% da hemoglobina na 
maioria dos adultos, e está concentrada em eritrócitos conhe- 
cidos como células F.) 


b. Ligação do 2,3-BPG à HbF. Em condições fisiológicas, a 
HbF possui uma afinidade maior por oxigênio do que a HbA, 
pois a HbF liga-se apenas fracamente ao 2,3-BPG. (Nota: 
as cadeias de y-globina da HbF não possuem alguns dos 
aminoácidos positivamente carregados encontrados nas ca- 
deias de B-globina e que são responsáveis pela ligação ao Figura 3.15 
2,3-BPG.) Uma vez que o 2,3-BPG serve para reduzir a afini- Alterações na produção de globinas 
dade da hemoglobina pelo oxigênio, uma interação mais fra- durante o desenvolvimento. 
ca entre o 2,3-BPG e a HbF resulta em maior afinidade pelo 
oxigênio, quando a HbF é comparada à HbA. Em contraparti- 
da, se ambas, HbA e HbF, são tiradas de seus 2,3-BPG, elas 
passam a apresentar uma afinidade similar pelo oxigênio. A 
maior afinidade da HbF por oxigênio facilita a transferência 
do O, da circulação materna para os eritrócitos do feto por 
meio da placenta. 








2. Hemoglobina A,. A HbA, é um componente menor da hemoglobi- 
na normal do adulto, surgindo inicialmente logo antes do nascimen- 
to e finalmente constituindo cerca de 2% da hemoglobina total. É 
composta por duas cadeias de a-globina e duas de ô-globina (a,ò,; 
ver Fig. 3.14). 
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Adição não enzimática de glicose 
à hemoglobina. A adição não 
enzimática de um açúcar a uma 
proteína é denominada glicação. 


3. Hemoglobina A,.. Em condições fisiológicas, a HbA é vagarosa- 
mente glicada (condensada não enzimaticamente com uma hexose), 
sendo a extensão dessa glicação dependente da concentração plas- 
mática da hexose. A forma mais abundante de hemoglobina glicada 
é a HbA... Ela possui resíduos de glicose ligados predominantemente 
aos grupos NH, das valinas N-terminais das cadeias de B-globina (Fig. 
3.16). Quantidades aumentadas de HbA,, são encontradas nos eritró- 
citos de pacientes com diabetes melito, pois a HbA desses pacientes 
está em contato com concentrações mais altas de glicose durante os 
120 dias de vida de seus eritrócitos. (Ver pág. 340 para uma discussão 
acerca da utilização dos níveis de HbA,, para a avaliação dos níveis 
sanguíneos médios de glicose em pacientes diabéticos.) 


lll. ORGANIZAÇÃO DOS GENES DE GLOBINAS 





Para entender as doenças resultantes de modificações genéticas na estru- 
tura ou síntese da hemoglobina, é necessário compreender como os genes 
da hemoglobina, os quais direcionam a síntese das diferentes cadeias de 
globinas, são organizados estruturalmente em famílias de genes e também 
como eles são expressos. 


A. A família dos genes «a 


Os genes que codificam as subunidades do tipo a-globina e do tipo 
B-globina das cadeias da hemoglobina ocorrem em dois agrupamen- 
tos (ou famílias) de genes, localizados em dois cromossomos diferentes 
(Fig. 3.17). O grupo de genes a no cromossomo 16 contém dois genes 
para as cadeias de a-globina. Ele também contém o gene zeta ((), que é 
expresso precocemente no desenvolvimento como um componente do 
tipo a-globina da hemoglobina embrionária. (Nota: as famílias de genes 
das globinas também contêm genes semelhantes aos das globinas que 
não são expressos [isto é, sua informação genética não é usada para 
produzir cadeias de globinas] e são denominados pseudogenes.) 


B. A família dos genes p 


Um único gene para a cadeia de B-globina está localizado no cromos- 
somo 11 (ver Fig. 3.17). Existem ainda outros quatro genes semelhantes 
aos da B-globina: o gene épsilon (£) (o qual, de modo semelhante ao 
gene É, é expresso no início do desenvolvimento embrionário), dois ge- 
nes y (Gy e Ay, que são expressos na HbF) e o gene ô, que codifica a 
cadeia de globina encontrada na hemoglobina que aparece minoritaria- 
mente em adultos, a HbA,. 
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Figura 3.17 


Organização das famílias de genes das globinas. Hb = hemoglobina. 
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C. Etapas da síntese das cadeias das globinas 


A expressão de um gene de globina inicia no núcleo de precursores dos 
eritrócitos, onde a sequência de DNA que codifica o gene é transcrita. 
O RNA produzido pela transcrição é, na verdade, um precursor do RNA 
mensageiro (RNAm), que é usado como um molde para a síntese de 
uma cadeia de globina. Antes de o RNA estar apto a cumprir essa fun- 
ção, dois segmentos de RNA não codificante (introns) devem ser remo- 
vidos da sequência do RNAm precursor, e os três fragmentos restantes 
(éxons) devem ser ligados novamente de forma linear. O RNAm maduro 
resultante penetra no citosol, onde sua informação genética é traduzida, 
produzindo uma cadeia de globina. (Um resumo desse processo é mos- 
trado na Fig. 3.18. Uma descrição mais detalhada da expressão gênica é 
apresentada na Unidade VII, Capítulos 30-32.) 


IV. HEMOGLOBINOPATIAS 





As hemoglobinopatias são definidas como um grupo de doenças genéti- 
cas causadas pela produção de uma molécula de hemoglobina estrutural- 
mente anormal, pela síntese de quantidades insuficientes de hemoglobina 
normal ou, raramente, por ambas. A anemia falciforme (HbS), a doença 
da hemoglobina C (HbC), a doença da hemoglobina SC (HbS + HbC = 
HbSC) e as talassemias são hemoglobinopatias típicas, que podem ter 
consequências clínicas graves. As três primeiras condições resultam da 
produção de hemoglobinas com sequências alteradas de aminoácidos 
(hemoglobinopatias qualitativas), ao passo que as talassemias são devi- 
das a uma produção diminuída de hemoglobina normal (hemoglobinopa- 
tias quantitativas). 


A. Anemia falciforme (doença da hemoglobina S) 


A anemia falciforme, a mais comum das doenças falciformes dos eri- 
trócitos, é uma doença genética causada pela substituição de um úni- 
co nucleotídeo (mutação pontual; ver pág. 449) no gene da cadeia da 
B-globina. É a doença hereditária do sangue mais comum nos Estados 
Unidos, afetando cerca de 50.000 norte-americanos. Ela ocorre prin- 
cipalmente na população de afro-americanos, afetando 1 a cada 500 
recém-nascidos afro-americanos. A anemia falciforme é uma doença 
autossômica recessiva. Ela ocorre em pessoas que herdaram dois ge- 
nes mutantes (um de cada um dos genitores) que codificam a síntese 
das cadeias 8 das moléculas de globina. (Nota: a cadeia da B-globina 
mutante é chamada BS, e a hemoglobina resultante, CBS, é denomi- 
nada HbS.) Um bebê não demonstra sintomas da doença até que uma 
quantidade suficiente de HbF tenha sido substituída por HbS, de modo 
que possa ocorrer a alteração no formato dos eritrócitos, que passam 
a mostrar-se falciformes (ver pág. 36). A anemia falciforme caracteriza- 
-se por episódios dolorosos (crises) que ocorrem durante toda a vida, 
por uma anemia hemolítica crônica com hiperbilirrubinemia associa- 
da (ver pág. 284) e pelo aumento da suscetibilidade a infecções, que 
começam, em geral, no início da infância. (Nota: a vida média de um 
eritrócito na anemia falciforme é menor que 20 dias, comparada com 
os 120 dias para eritrócitos normais; daí a anemia.) Outros sintomas in- 
cluem síndrome aguda do peito, acidentes vasculares cerebrais (AVC), 
disfunção esplênica e renal e alterações ósseas devido à hiperplasia da 
medula óssea. Há redução da expectativa de vida. Os heterozigotos, 
representando um em cada doze afro-americanos, possuem um gene 
normal e um gene falciforme. Os eritrócitos desses heterozigotos con- 
têm tanto HbS quanto HbA, e diz-se que esses indivíduos apresentam 








As famílias dos genes de globinas 
a e B contêm três éxons (regiões de 
codificação) separados por dois 
introns (sequências intervenientes) 
não codificadores. 
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Figura 3.18 
Síntese de globinas. RNAm = ácido 
ribonucleico mensageiro. 
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Figura 3.19 

Substituições de aminoácidos 
na hemoglobina S (HbS) e na 
hemoglobina C (HbC). 













As hemoglobinas estão 
carregadas negativamente 
e migram em direção ao ânodo. 











Figura 3.20 
Diagrama das hemoglobinas (HbA), 
(HbS) e (HbC) após eletroforese. 


traço de anemia falciforme. Eles normalmente não apresentam sinto- 
mas clínicos (mas podem apresentar, quando sob condições de exer- 
cício físico intenso com desidratação) e podem ter uma expectativa de 
vida normal. 


{i 


Substituição de aminoácidos nas cadeias ß da HbS. Uma 
molécula de HbS contém duas cadeias de a-globina normais e 
duas cadeias de B-globina mutantes (B$), nas quais o ácido glutâ- 
mico da posição 6 é substituído pela valina (Fig. 3.19). Assim sen- 
do, durante uma eletroforese em pH alcalino, a HbS migra mais 
lentamente em direção ao ânodo (eletrodo positivo) do que a HbA 
(Fig. 3.20). Essa alteração na mobilidade da HbS é o resultado 
da ausência dos resíduos de glutamato negativamente carrega- 
dos nas duas cadeias ß, tornando, assim, a HbS menos negativa 
que a HbA. (Nota: a eletroforese da hemoglobina obtida a partir 
de eritrócitos lisados é utilizada rotineiramente no diagnóstico da 
doença e do traço falciforme. A análise do DNA também é utiliza- 
da [ver pág. 493].) 


Alterações falciformes e anóxia tecidual. A substituição de 
um resíduo de glutamato carregado por uma valina apolar forma 
uma saliência na cadeia 8 a qual se associa de forma complemen- 
tar com a cadeia B de outra molécula de hemoglobina na célula 
(Fig. 3.21). Em condições de baixa pressão de oxigênio, a deso- 
xiemoglobina S polimeriza dentro dos eritrócitos, formando uma 
rede de polímeros fibrosos insolúveis que enrijece e distorce as 
células, produzindo eritrócitos rígidos e deformados. Essas célu- 
las falciformes frequentemente bloqueiam o fluxo sanguíneo nos 
capilares de pequeno diâmetro. Essa interrupção no suprimen- 
to de oxigênio leva à anóxia (privação de oxigênio) localizada no 
tecido, causando dor e, por fim, a morte isquêmica (infarto) das 
células na vizinhança da área do bloqueio. A anóxia também leva 
a um aumento na HbS desoxigenada. (Nota: o diâmetro médio 
dos eritrócitos é 7,5 um, enquanto o da microvasculatura é de 3 a 
4 um. Comparados aos eritrócitos normais, os eritrócitos falcifor- 
mes apresentam uma capacidade reduzida de se deformarem e 
uma tendência aumentada de aderência às paredes do vaso. Isso 
dificulta o movimento por meio dos vasos pequenos, causando 
então oclusão microvascular.) 


Variáveis que aumentam a indução de células falciformes. A 
intensidade dessa morfologia anormal e, portanto, da gravidade da 
doença é aumentada por qualquer variável que eleve a proporção 
de HbS no estado desoxigenado (i.e., que reduza a afinidade da 
HbS por oxigênio). Essas variáveis incluem redução na pO,, aumen- 
to na pCO,, diminuição do pH, desidratação e um aumento na con- 
centração de 2,3-BPG nos eritrócitos. 


Tratamento. O tratamento envolve adequada hidratação, analgé- 
sicos, antibioticoterapia agressiva (em caso de infecção) e transfu- 
sões em pacientes que apresentem alto risco de oclusão fatal de 
vasos. Transfusões intermitentes com concentrados de eritrócitos 
reduzem o risco de acidentes vasculares, mas os benefícios devem 
ser bem avaliados devido às complicações que podem ocorrer, as 
quais incluem sobrecarga de ferro, que pode resultar em hemossi- 
derose (ver pág. 404), infecções sanguíneas e complicações imuno- 
lógicas. A hidroxiureia (hidroxicarbamida), um fármaco antitumoral, 
é terapeuticamente útil, pois aumenta os níveis circulantes de HbF, 
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o que diminui a indução de células falciformes. Isso leva a uma di- 
minuição na frequência de crises dolorosas e reduz a mortalidade. 
Transplante de células-tronco é uma possibilidade. (Nota: a mor- 
bidade e a mortalidade associadas à anemia falciforme levaram à 
sua inclusão nos testes de triagem em recém-nascidos, para que 
indivíduos afetados possam iniciar a antibioticoterapia profilática 
logo após o nascimento.) 


5. Possível vantagem seletiva do estado heterozigoto. A elevada 
frequência da mutação B? entre africanos negros, apesar de seus 
efeitos lesivos no estado homozigoto, sugere que exista uma van- 
tagem seletiva para indivíduos heterozigotos. Por exemplo, os hete- 
rozigotos para o gene da anemia falciforme são menos suscetíveis 
à malária, causada pelo parasita Plasmodium falciparum. Esse mi- 
crorganismo desenvolve uma parte obrigatória de seu ciclo vital no 
eritrócito. Uma teoria sustenta que, uma vez que em indivíduos he- 
terozigotos, assim como nos homozigotos para HbS, essas células 
apresentam um tempo de vida menor do que o normal, o parasita 
não pode completar seu estágio intracelular de desenvolvimento. 
Esse fato pode oferecer uma vantagem seletiva aos heterozigotos 
que vivem em regiões onde a malária é uma das maiores causas de 
morte. Por exemplo, na África, a distribuição geográfica da anemia 
falciforme é similar à da malária. 


B. Doença da hemoglobina C 


Assim como a HbS, a HbC é uma variante de hemoglobina com uma 
substituição de um único aminoácido na posição seis da cadeia de 
B-globina (ver Fig. 3.19). Nesse caso, entretanto, uma lisina substitui o 
glutamato (em vez da substituição por uma valina na HbS). (Nota: com 
essa substituição, a HbC move-se mais lentamente em direção ao âno- 
do do que a HbA ou a HbS [ver Fig. 3.20].) Os raros pacientes homozi- 
gotos para a HbC geralmente apresentam anemia hemolítica crônica, 
relativamente leve. Esses pacientes não sofrem crises de infarto e não 
necessitam de qualquer terapia específica. 





Os eritrócitos rígidos 
obstruem o fluxo 
sanguíneo nos capilares. 






Microinfartos provocados 
pela anóxia do tecido, 
resultando em forte dor. 














Figura 3.21 

Eventos celulares e moleculares 
que levam a uma crise falciforme. 
HbS = hemoglobina S. 
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Figura 3.22 

Formação de metemoglobina e sua 
redução à hemoglobina pela 
NADH-citocromo b, redutase. 
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A. Mutações no gene da B-globina 
nas B-talassemias. B. Tetrâmeros 
de hemoglobina (Hb) formados 
nas B-talassemias. 





Doença da hemoglobina SC 


A doença da hemoglobina SC (HbSC) é outra das doenças que indu- 
zem o formato de foice nos eritrócitos. Nessa doença, algumas cadeias 
de B-globina possuem a mutação falciforme, enquanto outras cadeias 
B possuem a mutação encontrada na doença da HbC. (Nota: pacientes 
com a doença da HbSC são duplamente heterozigotos. São chamados 
de heterozigotos compostos, pois ambos os genes para a cadeia da 
B-globina são anormais, embora diferentes um do outro.) Os níveis de 
hemoglobina tendem a ser mais altos na doença da HbSC do que na 
anemia falciforme, podendo estar no limite inferior da faixa normal. O 
curso clínico da doença em adultos com a anemia HbSC difere daquele 
da anemia falciforme, pois os sintomas, como as crises dolorosas, são 
menos frequentes e menos graves. Existe, no entanto, considerável va- 
riabilidade clínica. 


Metemoglobinemias 


A oxidação do átomo de ferro de Fe? para Fe” no núcleo heme da he- 
moglobina produz a metemoglobina, que é incapaz de ligar O,. Essa 
oxidação pode ser causada pela ação de certas substâncias, como os 
nitratos, ou por produtos endógenos, como espécies reativas do oxigênio 
(ver pág. 148). A oxidação pode também resultar de defeitos congênitos. 
Por exemplo, uma deficiência na NADH-citocromo b,-redutase (também 
chamada de NADH-metemoglobina-redutase), a enzima responsável pela 
conversão da metemoglobina (Fe”) em hemoglobina (Fe), leva ao acú- 
mulo de metemoglobina (Fig. 3.22). (Nota: os eritrócitos de recém-nasci- 
dos apresentam aproximadamente metade da capacidade dos eritrócitos 
de adultos em reduzir a metemoglobina.) Além disso, mutações raras nas 
cadeias das a- ou B-globinas podem levar à produção de HbM, uma 
hemoglobina anormal, resistente à redutase. As metemoglobinemias são 
caracterizadas por “cianose chocolate” (uma coloração marrom-azulada 
da pele e das membranas de mucosas) e sangue cor de chocolate, como 
resultado da coloração escura da metemoglobina. Os sintomas estão re- 
lacionados com o grau de hipóxia tecidual, e incluem ansiedade, dor de 
cabeça e dispneia. Em casos raros, podem ocorrer coma e morte. O tra- 
tamento usa azul de metileno, o qual se oxida ao reduzir o Fe? 


Talassemias 


As talassemias são doenças hemolíticas hereditárias, nas quais ocorre 
um desequilíbrio na síntese das cadeias de globinas. Como um grupo, 
são os distúrbios mais comuns de um único gene em humanos. Nor- 
malmente, a síntese das cadeias de a- e B-globinas é coordenada de 
modo que cada cadeia œ tenha uma cadeia B correspondente. Isso leva 
à formação de «,B, (HbA). Nas talassemias, a síntese da cadeia a ou 
da B é defeituosa, e a concentração de hemoglobina é reduzida. Uma 
talassemia pode ser causada por uma série de mutações, incluindo de- 
leções de todo o gene, ou ainda substituições ou deleções de um ou 
vários nucleotídeos no DNA. (Nota: cada talassemia pode ser classifica- 
da como um distúrbio em que não são produzidas cadeias de globinas 
[cº- ou Bº-talassemial, ou como um distúrbio em que algumas cadeias 
são sintetizadas, porém em níveis reduzidos [a*- ou p'-talassemia].). 


1. B-Talassemias. Nessas doenças, a síntese de cadeias de B-globi- 
na é diminuída ou ausente, geralmente como resultado de uma muta- 
ção pontual que afeta a produção de um RNAm funcional. A síntese 
da cadeia de a-globina, contudo, é normal. Cadeias de a:-globina em 
excesso não podem formar tetrâmeros estáveis e, assim, precipitam, 
causando a morte prematura de células inicialmente destinadas a 
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tornarem-se eritrócitos maduros. Também pode ocorrer aumento em 
aò, (HbA,) e em azy, (HbF). Existem apenas duas cópias do gene 
da B-globina em cada célula (uma em cada cromossomo 11). As- 
sim sendo, indivíduos com defeitos no gene da cadeia de B-globina 
apresentam o traço de P-talassemia (p-talassemia menor) se tiverem 
apenas um dos genes defeituoso, ou B-talassemia maior (anemia de 
Cooley) se ambos os genes para a cadeia de B-globina forem defei- 
tuosos (Fig. 3.23). Uma vez que o gene da B-globina somente é ex- 
presso no final da gestação, as manifestações físicas das p-talasse- 
mias só aparecem diversos meses após o nascimento. Os indivíduos 
com B-talassemia menor produzem algumas cadeias B e geralmente 
não necessitam de tratamento específico. Entretanto, os bebês que 
nascem com B-talassemia maior parecem saudáveis ao nascimen- 
to, tornando-se gravemente anêmicos, em geral durante o primeiro 
ou segundo ano de vida, devido à eritropoiese ineficiente. São tam- 
bém observadas alterações esqueléticas, como resultado da hema- 
topoiese extramedular. Esses pacientes necessitam de transfusões 
regulares de sangue. (Nota: embora esse tratamento salve a vida dos 
pacientes, o efeito cumulativo das transfusões é uma sobrecarga de 
ferro. A utilização de terapia com quelantes de ferro tem reduzido a 
morbidade e a mortalidade.) A única opção disponível com potencial 
de cura é o transplante de células-tronco hematopoiéticas. 


2. a-Talassemias. Nessas doenças, a síntese das cadeias de a-glo- 
bina está diminuída ou ausente, geralmente como resultado de muta- 
ções por deleção. Uma vez que o genoma de cada indivíduo contém 
quatro cópias do gene de a-globina (duas em cada cromossomo 16), 
existem diversos níveis de deficiência de cadeias de a-globina (Fig. 
3.24). Se um dos quatro genes é defeituoso, o indivíduo é chamado 
de portador silencioso de «-talassemia, pois não apresenta qualquer 
das manifestações físicas da doença. Se dois genes da a-globina 
são defeituosos, o indivíduo é denominado como possuidor do traço 
de a-talassemia. Se três genes de a-globina são defeituosos, o in- 
divíduo tem a doença da hemoglobina H (f,), uma anemia hemolítica 
de gravidade variável. Se todos os quatro genes de a-globina são 
defeituosos, isso resulta na doença da Hb de Bart ('y,), com hidropisia 
fetal e morte do feto, pois as cadeias de a-globina são necessárias 
para a síntese de HbF. (Nota: vantagens dos heterozigotos contra a 
malária são observadas tanto na a- quanto na B-talassemias.) 








V. RESUMO DO CAPÍTULO 





A hemoglobina A (HbA), a principal hemoglobina de adultos, é composta por 
quatro cadeias polipeptídicas (duas cadeias a e duas B, «,B.) unidas por inte- 
rações não covalentes (Fig. 3.25). As subunidades ocupam posições diferentes 
uma em relação à outra na desoxiemoglobina, se comparadas com a oxiemo- 
globina. A forma desoxi da Hb é chamada de “T” ou conformação tensa. Ela 
apresenta restrições estruturais que limitam o movimento das cadeias polipep- 
tídicas. A forma T é a forma da hemoglobina de baixa afinidade por oxigênio. 
A ligação do oxigênio (O,) ao ferro do núcleo heme causa a ruptura de algumas 
ligações iônicas e de hidrogênio e movimento dos dímeros. Isso leva a uma es- 
trutura chamada “R,” ou conformação relaxada. A forma R é a forma da hemo- 
globina de alta afinidade pelo oxigênio. A curva de dissociação do oxigênio 
da hemoglobina tem forma sigmoidal (ao contrário da mioglobina, que é hiper- 
bólica), indicando que as subunidades ligam-se ao O, de forma cooperativa. 
A ligação de uma molécula de oxigênio a um grupo heme aumenta a afinidade 
pelo oxigênio dos demais grupos heme na mesma molécula de Hb (cooperati- 
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Figura 3.24 


A. Deleções do gene de a-globina 
nas ar-talassemias. B. Tetrâmeros 
de hemoglobina (Hb) formados 
nas a-talassemias. 
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Figura 3.25 


Mapa de conceitos-chaves para a estrutura e a função da hemoglobina. Fe?” = íon ferroso. 


vidade). A capacidade da Hb de ligar O, reversivelmente é afetada pela pressão 
parcial de oxigênio (pO,), pelo pH do meio, pela pressão parcial de dióxido de 
carbono (pCO,) e pela disponibilidade de 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). Por 
exemplo, a liberação do O, pela Hb é aumentada quando o pH diminui ou quan- 
do a pCO, aumenta (efeito Bohr), como acontece em um músculo em exercí- 
cio, e a curva de dissociação do oxigênio da Hb é deslocada para a direita. Para 
contrabalançar os efeitos de hipóxia ou de anemia crônicas, a concentração 
de 2,3-BPG nos eritrócitos aumenta. O 2,3-BPG liga-se à Hb e diminui sua 
afinidade pelo oxigênio. Portanto, ele também desloca a curva de dissociação 
do oxigênio para a direita. A hemoglobina fetal (HbF) liga-se mais fracamen- 
te ao 2,3-BPG do que à HbA e possui uma mais alta afinidade pelo oxigênio. 
O monóxido de carbono (CO) liga-se fortemente (porém reversivelmente) ao 
ferro da hemoglobina, formando carboxiemoglobina. Hemoglobinopatias são 
distúrbios causados basicamente por produção de moléculas de Hb estrutural- 
mente anormais, como na anemia falciforme, ou por síntese de quantidades 
insuficientes de subunidades da Hb normal, como nas talassemias (Fig. 3.26). 














Bioquímica Ilustrada 41 








Hemoglobinopatias 








f 





EIA 





l Sintese de quantidades insuficientes | | o | 


















































































Síntese de hemoglobinas 
estruturalmente anormais de hemoglobina normal 
+ T 
por exemplo por exemplo por exemplo por exemplo por exemplo 
por exemplo 
( «-Talassemias ) ( B-Talassemias ) 
causada por causada por causada por ae por causadas por 
Mutações pontuais em Mutações pontuais em Mutações pontuais (m qães, por ç o) l piutapósa pontuais | 
ambos os genes que ambos os genes que diferentes em cada gene sir em E em 
codificam a cadeia B codificam a cadeia $ que codifica a cadeia B 
T Ee RA E PE diminuída Es diminuída 
consistindo de substituição consistindo de substituição consistindo 4 substituição | paR cadeias a dis ca deias B 
(__ Be Glu—> val ) (Be Glu— Lys | | Be Glu— vai levando à avaro à 
T T 
leva à leva à Bo Glu—> Lys ( Anemia )( Anemia ) 
e $ levando ao levando ao 
Solubilidade reduzida Anemia hemolítica = Y 
a ~ 
na forma desoxi moderada à Si TO Acúmulo de y4 Acúmulo de a2y2 
resultando em 7 (Hb de Bart) e de (HbF) e de «252 (HbA,) 
caracterizado por B4 (HbH) e precipitação e precipitação 
de cadeias |; da cadeia a 
Formação de polímeros Solubil EE Y 
resultando em na forma desoxi Metemoglobinemia 
resultando em caracterizada por 
Oclusão vascular Y Y 
[Formação de polimeros) 
resultando em resultando em resultando em 


Oclusão vascular 





Incapacidade de ligar O, 





resultando em resitando em 
Dor (“crises”) Cianose chocolate 








Figura 3.26 
Mapa de conceitos-chaves para hemoglobinopatias. Hb = hemoglobina; Fe = ferro; O, = oxigênio. 


Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


3.1 Qual das afirmações a seguir sobre as hemoglobinas 
está correta? 


A. A HbA é a hemoglobina mais abundante em adultos 
normais. 

B. O sangue fetal apresenta afinidade mais baixa por 
oxigênio do que o sangue de adulto, pois a HbF tem 
maior afinidade pelo 2,3-bisfosfoglicerato. 

C. A composição de cadeias de globina para a HbF é 
Odo 

D. A HbA, difere da HbA por uma única substituição de 
aminoácido, determinada geneticamente. 

E. A HbA, aparece precocemente na vida fetal. 


Resposta correta = A. A HbA perfaz mais de 90% da hemoglobi- 
na em um adulto normal. Se a HbA, for incluída, a porcentagem 
aumenta para cerca de 97%. Uma vez que o 2,3-bisfosfoglicerato 
(2,3-BPG) reduz a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio, a inte- 
ração mais fraca entre o 2,3-BPG e a HbF resulta em uma afinidade 
maior pelo oxigênio para a HbF, quando comparada com a HbA. A 
HbF consiste em ay». A HbA, é uma forma glicada da HbA, pro- 
duzida via reações não enzimáticas nos eritrócitos. A HbA, é um 
componente menor da hemoglobina normal do adulto, aparecendo 
inicialmente logo após o nascimento e aumentando até atingir os ní- 
veis encontrados nos adultos (cerca de 2% do total da hemoglobina) 
por volta dos 6 meses de idade. 
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3.2 


3.3 


3.4 


3.5 


3.6 


3.7 


Qual das seguintes afirmações sobre a possibilidade da 
acidose em induzir uma crise na anemia falciforme está 
correta? 


A. A acidose diminui a solubilidade da HbS. 

B. A acidose aumenta a afinidade da hemoglobina pelo 
oxigênio. 

C. A acidose favorece a conversão da hemoglobina da 
forma tensa para a forma relaxada. 

D. A acidose desloca a curva de dissociação do oxigê- 
nio para a esquerda. 

E. A acidose diminui a capacidade do 2,3-bisfosfoglice- 
rato de ligar-se à hemoglobina. 


Qual das afirmações a seguir a respeito da ligação do 

oxigênio à hemoglobina está correta? 

A. O efeito Bohr resulta em uma menor afinidade por 
oxigênio em valores mais altos de pH. 

B. O dióxido de carbono aumenta a afinidade da he- 
moglobina por oxigênio ao ligar-se aos grupos C- 
-terminais das cadeias polipeptídicas. 

C. A afinidade da hemoglobina por oxigênio aumenta à 
medida que a porcentagem de saturação aumenta. 

D. O tetrâmero de hemoglobina liga quatro moléculas 
de 2,3-bisfosfoglicerato. 

E. A oxiemoglobina e a desoxiemoglobina apresentam 
a mesma afinidade por prótons. 


A B-lisina 82 na hemoglobina A é importante para a li- 
gação do 2,3-bisfosfoglicerato. Na Hb Helsinki, esse 
aminoácido é substituído por uma metionina. Qual das 
seguintes alternativas a respeito da Hb Helsinki deve ser 
verdadeira? 


A. Ela é estabilizada na forma tensa e não na forma re- 
laxada. 

B. Ela deve apresentar aumento na afinidade por oxigê- 
nio e, consequentemente, redução na liberação de 
oxigênio aos tecidos. 

C. Sua curva de dissociação do oxigênio deve estar 
deslocada para a direita em relação à HbA. 

D. Sua presença resulta em anemia. 


Um homem com 67 anos de idade se apresentou no se- 
tor de emergência com um histórico de uma semana de 
angina e respiração curta. Ele reclamou que seu rosto e 
suas extremidades apresentavam “coloração azulada”. 
Sua história médica inclui angina crônica estável, tratada 
com dinitrato de isossorbida e nitroglicerina. O sangue 
coletado para análise apresentou coloração chocolate. 
Qual dos diagnósticos a seguir seria o mais provável? 


A. Carboxiemoglobinemia. 

B. Doença da hemoglobina SC. 
C. Metemoglobinemia. 

D. Anemia falciforme. 

E. B-Talassemia. 


Por que a doença da hemoglobina C é uma doença não 
falciforme? 


O que seria verdadeiro acerca do grau de formas falcifor- 
mes em eritrócitos em indivíduos com HbS e persistência 
hereditária da HbF? 


Resposta correta = A. A HbS é significativamente menos solúvel na 
forma desoxigenada, comparada à oxiemoglobina S. Uma diminui- 
ção do pH (acidose) desloca a curva de dissociação do oxigênio 
para a direita, indicando menor afinidade por oxigênio (com aumento 
na sua liberação). Isso favorece a formação da hemoglobina na for- 
ma desoxi, ou tensa, podendo desencadear uma crise falciforme. A 
ligação do 2,3-bisfosfoglicerato é aumentada, pois ele liga-se ape- 
nas à forma desoxi da hemoglobina. 


Resposta correta = C. A ligação do oxigênio a um dos grupos heme 
aumenta a afinidade por oxigênio dos demais grupos heme na mes- 
ma molécula. Um aumento no pH resulta em maior afinidade pelo 
oxigênio. O dióxido de carbono reduz a afinidade pelo oxigênio, pois 
diminui o pH. Além disso, a ligação do dióxido de carbono à porção 
N-terminal estabiliza a forma tensa, ou desoxi. A hemoglobina liga 
uma molécula de 2,3-bisfosfoglicerato. A desoxiemoglobina apre- 
senta maior afinidade por prótons que a oxiemoglobina. 


Resposta correta = B. A substituição da lisina por uma metionina 
diminui a capacidade dos grupos fosfato negativamente carregados 
do 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) ligarem-se às subunidades ß da 
hemoglobina. Uma vez que o 2,3-BPG diminui a afinidade da he- 
moglobina por O,, uma redução no 2,3-BPG deve resultar em au- 
mento na afinidade pelo oxigênio (O,) e redução em sua liberação 
para os tecidos. A forma relaxada é a forma da hemoglobina de alta 
afinidade pelo oxigênio. Aumento na afinidade por O, (redução na 
liberação) resulta em um deslocamento para a esquerda na curva de 
dissociação do oxigênio. A redução na liberação de O, é compensa- 
da pelo aumento na produção de eritrócitos. 


Resposta correta = C. A oxidação do ion ferroso (Fe””) produzindo o 
ion férrico (Fe”) no grupo prostético heme da hemoglobina forma a 
metemoglobina. Isso pode ser causado pela ação de certas subs- 
tâncias, como os nitratos. As metemoglobinemias são caracteriza- 
das por cianose chocolate (coloração marrom-azulada da pele e das 
membranas de mucosas) e sangue de coloração chocolate, como 
resultado da coloração escura da metemoglobina. Os sintomas es- 
tão relacionados com hipóxia tecidual e incluem ansiedade, dor de 
cabeça e dispneia. Em casos raros, podem ocorrer coma e morte. 
(Nota: benzocaina, uma amina aromática utilizada como anestésico 
tópico, é uma causa para a metemoglobinemia adquirida.) 


Na HbC, o glutamato polar é substituído pela lisina polar, em vez de 
o ser pela valina não polar, como na HbS. 


Diminuiria, pois a HbF reduz a concentração de HbS. Ela também 
inibe a polimerização da desoxi-HbS. 





Proteínas fibrosas 


I. VISÃO GERAL 





O colágeno e a elastina são exemplos de proteinas fibrosas da matriz extra- 
celular, de ocorrência comum e bem caracterizadas, que exercem funções 
estruturais no organismo. Por exemplo, o colágeno e a elastina são compo- 
nentes da pele, do tecido conjuntivo, da parede dos vasos sanguíneos e de 
partes do olho, como a córnea e a esclera. Cada proteína fibrosa apresenta 
propriedades mecânicas especiais, resultado de sua estrutura única, a qual 
é obtida pela combinação de aminoácidos específicos em elementos regu- 
lares de estrutura secundária. Isso contrasta com as proteínas globulares 
(discutidas no Cap. 3), cujas formas resultam de interações complexas entre 
elementos estruturais secundários, terciários e, às vezes, quaternários. 


Il. COLÁGENO 





O colágeno é a proteína mais abundante no corpo humano. Uma típica molé- 
cula de colágeno é longa, com estrutura rígida, em que três cadeias polipep- 
tídicas (referidas como “cadeias a”) estão torcidas, uma em volta da outra, 
de forma semelhante a uma corda de tripla-hélice (Fig. 4.1). Apesar de essas 
moléculas serem encontradas em todo o corpo, seus tipos e sua organiza- 
ção são determinados pelo papel estrutural que o colágeno desempenha em 
cada órgão específico. Em alguns tecidos, o colágeno pode estar disperso 
em forma de gel que sustenta a estrutura, como na matriz extracelular ou 
no humor vítreo do olho. Em outros tecidos, ele pode estar entrelaçado fir- 
memente em fibras paralelas que conferem grande resistência, como nos 
tendões. Na córnea, o colágeno está empilhado de forma a transmitir a luz 
com o mínimo de dispersão. Nos ossos, o colágeno apresenta-se como um 
arranjo de fibras entremeadas uma às outras em ângulos variados, de forma 
a resistir a impactos mecânicos oriundos de todas as direções. 


A. Tipos 


A superfamília das proteinas de colágeno inclui mais de 25 tipos de co- 
lágeno, assim como outras proteínas que apresentam domínios seme- 
lhantes ao colágeno. As três cadeias polipeptídicas a são unidas por 
ligações de hidrogênio entre as cadeias. Variações na sequência de ami- 
noácidos das cadeias a resultam em componentes estruturais de tama- 
nho semelhante (cerca de 1.000 aminoácidos), mas com propriedades 
ligeiramente diferentes. Essas cadeias œ combinam-se para formar os 
vários tipos de colágeno encontrados nos tecidos. Por exemplo, o colá- 
geno mais comum, do tipo |, contém duas cadeias chamadas a1 e uma 
cadeia chamada «2 (a:1,0:2), enquanto o colágeno do tipo Il contém três 























Figura 4.1 

Tripla-hélice de colágeno formada por 
três cadeias a. (Nota: as cadeias a 
têm estrutura helicoidal.) 
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Figura 4.2 


Tipos mais abundantes de colágeno. 


(Nota: *colágenos associados à 


fibrila com tripla-hélice interrompida 


são conhecidos como FACIT [do 


inglês fibril-associated collagens with 


interrupted triple helices].) 





cadeias a1 (a1,). Os colágenos podem ser organizados em três grupos, 
com base em sua localização e suas funções no organismo (Fig. 4.2). 


1. Colágenos formadores de fibrilas. Colágenos dos tipos |, Il e III 
são fibrilares e têm estrutura semelhante a uma corda, conforme 
descrito anteriormente para uma molécula típica de colágeno. Ao 
microscópio eletrônico, esse polímero linear de fibrilas apresenta 
padrões de bandas característicos, refletindo a organização escalo- 
nada regular das moléculas individuais do colágeno nas fibrilas (Fig. 
4.3). As fibras de colágeno do tipo | são encontradas nos elementos 
estruturais que apresentam alta resistência à tensão (p. ex., tendão 
e córnea), enquanto as fibras formadas pelas moléculas de colá- 
geno do tipo Il estão restritas a estruturas cartilaginosas. As fibras 
derivadas do colágeno do tipo Ill são prevalentes nos tecidos mais 
elásticos, como as paredes vasculares. 


2. Colágenos formadores de redes. Os colágenos dos tipos IV e 
VIII formam uma malha tridimensional, em vez de fibrilas distintas 
(Fig. 4.4). Por exemplo, as moléculas do tipo IV se associam em 
uma lâmina ou malha que constitui a maior parte das membranas 
basais. 





Membranas basais são estruturas finas, semelhantes a lâminas, que 
promovem suporte mecânico para células adjacentes e funcionam 
como barreira de filtração semipermeável para macromoléculas em ór- 
gãos como o rim e o pulmão. 





3. Colágeno associado a fibrilas. Os colágenos dos tipos IX e XII 
ligam-se à superfície das fibrilas de colágeno, conectando essas fi- 
brilas umas às outras e a outros componentes da matriz extracelular 
(Fig. 4.2). 
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Figura 4.3 
As fibrilas de colágeno à direita apresentam um padrão de bandas característico, refletindo a organização 
regularmente escalonada das moléculas de colágeno dentro da fibrila. 


Bioquímica Ilustrada 45 





B. Estrutura 


Diferente da maioria das proteínas globulares que são dobradas em es- 
truturas compactas, o colágeno, uma proteína fibrosa, tem uma estrutu- 
ra alongada de tripla-hélice que é estabilizada pelas ligações de hidro- 
gênio intercadeias. 


1: 


Sequência de aminoácidos. O colágeno é rico em prolina e gli- 
cina, ambas importantes na formação da tripla-hélice. A prolina 
facilita a formação da conformação helicoidal em cada uma das 
cadeias a, porque a sua estrutura em anel causa “torções” na ca- 
deia polipeptídica. (Nota: a presença de prolina determina que a 
conformação da cadeia œ não pode ser uma hélice a [ver pág. 
16].) A glicina, o menor aminoácido, é encontrada a cada três po- 
sições na cadeia polipeptídica. Ela se adapta ao espaço restrito 
onde as três hélices se aproximam. Os resíduos de glicina são par- 
te da sequência repetitiva —Gly-X-Y-, na qual X frequentemente 
é prolina e Y geralmente é hidroxiprolina (podendo também ser 
hidroxilisina; Fig. 4.5). Assim, a maior parte da cadeia a pode ser 
vista como um politripeptídeo, cuja sequência pode ser represen- 
tada como (-Gly-Pro-Hyp-ss- 


Hidroxiprolina e hidroxilisina. O colágeno contém hidroxiproli- 
na e hidroxilisina (ver pág. 1) que não estão entre os vinte amino- 
ácidos-padrão. Esses resíduos resultam da hidroxilação de alguns 
dos resíduos de prolina e lisina, após sua incorporação na cadeia 
polipeptídica (Fig. 4.6). Portanto, a hidroxilação é uma modificação 
pós-traducional (ver pág. 460). (Nota: a geração de hidroxiprolina 
maximiza a formação das ligações de hidrogênio intercadeias, que 
estabilizam a estrutura de tripla-hélice.) 


Glicosilação. O grupo hidroxila dos resíduos de hidroxilisina do 
colágeno pode ser glicosilado enzimaticamente. Mais comumente, 
a glicose e a galactose são ligadas sequencialmente à cadeia poli- 
peptídica antes da formação da tripla-hélice (Fig. 4.7). 


Biossíntese 


Os precursores polipeptídicos da molécula de colágeno são sintetizados 
nos fibroblastos (ou em osteoblastos do osso e condroblastos da carti- 
lagem). Eles são modificados enzimaticamente e formam a tripla-hélice, 
que é então secretada na matriz extracelular. Após a modificação enzi- 
mática adicional, as fibrilas de colágeno extracelular maduro se agre- 
gam, estabelecem ligações cruzadas e formam as fibras de colágeno. 


É 


Formação da pró-cadeia œ. O colágeno é uma das muitas 
proteínas que normalmente funcionam no exterior das células. 
Como a maioria das proteínas produzidas para serem exportadas, 
os precursores polipeptídicos das cadeias a (pré-pró-cadeias a), 
quando recém-sintetizados, contêm uma sequência especial de 
aminoácidos em suas extremidades amino. Essa sequência atua 
como sinal para que, na ausência de outros sinais, o polipeptídeo 
que está sendo sintetizado seja destinado a ser secretado da cé- 
lula. Essa sequência sinalizadora facilita a ligação dos ribossomos 
ao retículo endoplasmático rugoso (RER) e direciona a passagem 
da pré-pró-cadeia œ para dentro do lúmen do RER. A sequência 
sinalizadora é rapidamente clivada no retículo endoplasmático, 
produzindo um precursor do colágeno denominado pró-cadeia a 
(Fig. 4.7). 


Hidroxilação. As pró-cadeias œ são processadas por diversos 
passos enzimáticos dentro do lúmen do RER, enquanto os po- 





Figura 4.4 

Micrografia eletrônica de uma rede 
poligonal formada pela associação de 
monômeros de colágeno do tipo IV. 
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Figura 4.5 

Sequência de aminoácidos de parte 
da cadeia a1 do colágeno. 

Hyp = hidroxiprolina; 

Hyl = hidroxilisina. 
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Figura 4.6 

Hidroxilação de resíduos de prolina 
em pró-cadeias a de colágeno 
pela prolil-hidroxilase. (Nota: Fe” 
[cofator da hidroxilase] é protegido 
da oxidação a Fe” pelo ascorbato 
[vitamina C].) 
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Os genes para as 
cadeias pró-a1 e 
pró-a2 são transcritos 
no RNAm. 


O RNAm é traduzido no RER 
em pré-pró-cadeias &, que são 
translocadas para o lúmen do 
RER, onde a sequência sinalizadora 
N-terminal é removida, convertendo 
as cadeias de pré-pró para pró. 






Resíduos selecionados 
de prolina e de lisina 
são hidroxilados. 
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Resíduos selecionados 
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* Três pró-cadeias a são pnan 


reunidas. 

* Pontes dissulfeto 
intracadeia e intercadeias 
são formadas na extensão 
C-terminal do pró-peptídeo. 





Extensão 
C-terminal do 


pró-peptídeo 
A tripla-hélice é formada e o 
pró-colágeno é produzido. 








Molécula de 
pró-colágeno 





A molécula de pró-colágeno é 
secretada de um vacúolo de 
Golgi para a matriz extracelular. 
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peptidases, produzindo 
tropocolágeno. 














Figura 4.7 
Síntese do colágeno. RER = retículo endoplasmático rugoso; RNAm = RNA mensageiro. (Continua) 
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Porção N-terminal C-terminal 
do pró-peptídeo do pró-peptídeo 





Reunião das moléculas de 
tropocolágeno produzindo 
fibrilas, com interligações 
subsequentes, para formar as 
fibras de colágeno maduras. 

















Figura 4.7 (Continuação) 
Sintese do colágeno. 


lipeptídeos ainda estão sendo sintetizados (Fig. 4.7). Os resíduos 
de prolina e lisina encontrados na posição Y da sequência —Gly-X- 
—Y- podem ser hidroxilados para formar resíduos de hidroxiprolina 
e hidroxilisina. Essas reações de hidroxilação requerem oxigênio 
molecular, íon ferroso (Fe?) e o agente redutor vitamina C (ácido 
ascórbico; ver pág. 381), sem os quais as enzimas que catalisam a 
hidroxilação, prolil-hidroxilase e lisil-hidroxilase, são incapazes de 
funcionar (Fig. 4.6). No caso de deficiência de ácido ascórbico (e, 
dessa forma, ausência de hidroxilação da prolina e da lisina), a for- 
mação de ligações de hidrogênio entre cadeias é prejudicada, assim 
como a formação de uma tripla-hélice estável. Além disso, as fibri- 
las do colágeno não podem estabelecer ligações cruzadas (ver item 
7, a seguir), diminuindo enormemente a resistência à tensão nas fi- 
bras reunidas. A doença resultante dessa deficiência é o escorbuto. 
Pacientes com escorbuto frequentemente apresentam equimoses 
(descolorações semelhantes a hematomas) nos membros como re- 
sultado de extravasamento subcutâneo de sangue devido à fragili- 
dade capilar (Fig. 4.8). 


3. Glicosilação. Alguns resíduos de hidroxilisina são modificados 
por glicosilação com glicose ou glicosil-galactose (Fig. 4.7). 





4. Polimerização e secreção. Depois da hidroxilação e da glico- 

silação, as pró-cadeias aœ formam o pró-colágeno, um precursor 
do colágeno que apresenta uma região central de tripla-hélice Figura 4.8 
rodeada por extensões não helicoidais aminoterminais e carbo- As pernas de um homem de 46 anos 
xiterminais, chamado de pró-peptídeo (ver Fig. 4.7). A formação de idade com escorbuto. 
de pró-colágeno começa com a formação de pontes dissulfeto 
intercadeias entre as extensões C-terminais das pró-cadeias a. 
Isso coloca as três cadeias a num alinhamento favorável para 
a formação da tripla-hélice. As moléculas do pró-colágeno são 
translocadas para o aparelho de Golgi, onde são empacotadas 
em vesículas secretoras. As vesículas fundem-se com a membra- 
na celular, levando à liberação de moléculas de pró-colágeno no 
espaço extracelular. 


5. Clivagem extracelular das moléculas de pró-colágeno. Após sua 
liberação, as moléculas de pró-colágeno tripla-hélice são clivadas 
pelas N e C-pró-colágeno peptidases, que removem a porção termi- 
nal do pró-peptídeo, produzindo as moléculas de tropocolágeno. 
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Figura 4.9 

Formação de ligações cruzadas no 
colágeno. (Nota: a lisil-oxidase é 
inibida irreversivelmente por uma 
toxina presente em sementes de 
Lathyrus odoratus [ervilha doce], 
levando a uma condição conhecida 
como latirismo, que se caracteriza por 
problemas esqueléticos e vasculares.) 
Cu” = cobre; NH, = amônia; 

H,O, = peróxido de hidrogênio. 














Figura 4.10 
Pele elástica na síndrome 
de Enhlers-Danlos clássica. 


6. Formação das fibrilas de colágeno. Moléculas individuais de 
tropocolágeno associam-se espontaneamente para formar fibrilas 
de colágeno. Elas formam um arranjo ordenado, sobreposto e pa- 
ralelo, em que as moléculas de colágeno adjacentes formam um ar- 
ranjo escalonado, cada molécula sobrepondo-se à molécula vizinha 
pelo comprimento de aproximadamente três quartos de molécula 
(ver Fig. 4.7). 


7. Formação de ligações cruzadas. O arranjo fibrilar de moléculas 
de colágeno serve como substrato para a lisil-oxidase. Essa enzi- 
ma extracelular contendo Cu”? desamina oxidativamente alguns 
resíduos de lisina e hidroxilisina do colágeno. Os aldeídos reativos 
resultantes (alisina e hidroxialisina) podem se condensar esponta- 
neamente com outros resíduos lisil ou hidroxilisil das moléculas de 
colágeno vizinhas, para formar ligações covalentes cruzadas e, as- 
sim, fibras de colágeno maduras (Fig. 4.9). (Nota: ligações cruzadas 
podem ser formadas entre dois resíduos de alisina.) 





incluem ceruloplasmina (ver pág. 404), citocromo c-oxidase (ver pág. 
76), dopamina-hidroxilase (ver pág. 286), superóxido-dismutase (ver 
pág. 148) e tirosinase (ver pág. 273). A interrupção da homeostase do 
cobre provoca deficiência de cobre (sindrome de Menkes ligada ao X) 


A lisil-oxidase é uma entre muitas enzimas que contêm cobre. Outras 
ou sobrecarga (doença de Wilson) (ver pág. 402). 





D. 


Degradação 


Colágenos normais são moléculas altamente estáveis, tendo meias-vi- 
das que podem chegar a muitos anos. Entretanto, o tecido conjuntivo é 
muito dinâmico e está constantemente sendo remodelado, muitas vezes 
em resposta ao crescimento ou à lesão do tecido. A quebra das fibras do 
colágeno é dependente da ação proteolítica das colagenases, as quais 
fazem parte de uma grande família de metaloproteinases de matriz. Para 
o colágeno do tipo |, o sítio de clivagem é específico, gerando fragmen- 
tos de três quartos e de um quarto do comprimento. Estes fragmentos 
são posteriormente degradados por outras proteinases da matriz. 


Colagenopatias 


Defeitos em qualquer um dos muitos passos da síntese das fibras do 
colágeno podem resultar em doenças genéticas envolvendo a incapaci- 
dade do colágeno em formar fibras adequadamente e, assim, prover os 
tecidos com a necessária resistência à tensão normalmente promovida 
pelo colágeno. Mais de 1.000 mutações foram identificadas em 23 ge- 
nes que codificam 13 tipos de colágeno. A seguir, são fornecidos alguns 
exemplos de doenças resultantes da síntese defeituosa do colágeno. 


1. Síndrome de Ehlers-Danlos. A síndrome de Ehlers-Danlos (SED) 
engloba um grupo heterogêneo de doenças do tecido conjuntivo 
que resulta de erros inatos no metabolismo das moléculas de fibri- 
las de colágeno. A SED pode ser causada por uma deficiência de 
enzimas de processamento de colágeno (p. ex., lisil-hidroxilase ou 
N-pró-colágeno peptidase) ou de mutações na sequência de ami- 
noácidos dos tipos de colágeno |, Ill e V. A forma clássica da SED, 
causada por defeitos no colágeno do tipo V, é caracterizada pela 
extensibilidade e fragilidade da pele e hipermobilidade articular (Fig. 
4.10). A forma vascular, devido a defeitos no colágeno tipo III, é a 
forma mais grave da SED, porque está associada à ruptura arterial 
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potencialmente letal. (Nota: as formas clássica e vascular mostram 
herança autossômica dominante.) O colágeno que contém cadeias 
mutantes pode ter estrutura, secreção ou distribuição alteradas, e 
frequentemente é degradado. (Nota: a incorporação de apenas uma 
cadeia mutante pode resultar na degradação da tripla-hélice. Isto é 
conhecido como um efeito dominante negativo.) 


2. Osteogênese imperfeita (Ol). Esta síndrome, conhecida como 
“sindrome dos ossos frágeis”, é uma doença genética da fragilidade 
óssea, caracterizada por ossos que fraturam facilmente, com pouco 
ou nenhum trauma (Fig. 4.11). Mais de 80% dos casos de osteogêne- 
se imperfeita (Ol) são causados por mutações dominantes nos genes 
que codificam as cadeias «1 ou «2 no colágeno tipo |. As muta- 
ções mais comuns causam a substituição de resíduos de glicina (em 
-Gly-X-Y-) por aminoácidos com cadeias laterais volumosas. As es- 
truturas anormais das cadeias a resultantes impedem a organização 
da proteína na conformação em tripla-hélice. A gravidade fenotípica 
varia de leve a letal. O tipo | OI, a forma mais comum, é caracteri- 
zado por fragilidade óssea leve, perda de audição e esclera azul. O 
tipo Il, a forma mais grave, é muitas vezes letal no período perinatal 
como resultado de complicações pulmonares. Fraturas in utero são 
observadas (ver Fig. 4.11). O tipo Ill também é uma forma grave e 
caracteriza-se por múltiplas fraturas ao nascimento, baixa estatura, 
curvatura espinal, levando a uma aparência de corcunda (cifótica) e a 
presença de esclera azul. Dentinogenesis imperfecta, uma doença do 
desenvolvimento dentário, pode ser observada na Ol. 


WI. ELASTINA 





Ao contrário do colágeno, que forma fibras de alta resistência à tensão, a 
elastina é uma proteína fibrosa do tecido conjuntivo com propriedades se- 
melhantes às da borracha. Fibras elásticas compostas por microfibrilas de 
elastina e de glicoproteínas são encontradas nos pulmões, na parede das 
grandes artérias e nos ligamentos elásticos. Elas podem ser distendidas em 
várias vezes o seu comprimento normal, mas retornam ao formato original 
quando a força de tensão é relaxada. 


A. Estrutura 


A elastina é um polímero proteico insolúvel, sintetizado a partir de um 
precursor, a tropoelastina, a qual é um polipeptídeo solúvel composto 
por cerca de 700 aminoácidos, a maioria deles pequenos e apolares 
(p. ex., glicina, alanina e valina). A elastina também é rica em prolina e 
lisina, mas contém pouca hidroxiprolina e hidroxilisina. A tropoelastina é 
secretada pela célula na matriz extracelular. Nesta, ela interage com de- 
terminadas microfibrilas de glicoproteínas, como a fibrilina, que funciona 
como um suporte sobre o qual a tropoelastina é depositada. Algumas 
das cadeias laterais de lisina nos polipeptídeos da tropoelastina são de- 
saminadas oxidativamente pela lisil-oxidase, formando resíduos de alisi- 
na. Três cadeias laterais de resíduos de alisina mais uma cadeia lateral 
de um resíduo de lisina não alterado, da mesma cadeia polipeptídica ou 
de cadeias vizinhas, formam uma ligação cruzada denominada desmosi- 
na (Fig. 4.12). Isso produz a elastina — uma rede semelhante à borracha, 
amplamente interconectada, que pode ser distendida em qualquer di- 
reção quando tensionada, fornecendo elasticidade ao tecido conjunti- 
vo (Fig. 4.13). Mutações nos genes da fibrilina-1 são responsáveis pela 
síndrome de Marfan — uma doença do tecido conjuntivo caracterizada 
pela deterioração da integridade estrutural do esqueleto, do olho e do 
sistema cardiovascular. Nessa doença, a proteína fibrilina anormal é in- 








Figura 4.11 

Forma letal de osteogênese 
imperfeita (tipo Il) na qual as fraturas 
aparecem in utero, reveladas por esta 
radiografia de um feto natimorto. 
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Figura 4.12 
Ligações cruzadas de desmosina, 
exclusivas da elastina. 
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Figura 4.13 
Fibras de elastina nas conformações 
relaxada e estirada. 
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Figura 4.14 

Destruição do tecido alveolar pela 
elastase liberada dos neutrófilos, 
ativados como parte da resposta 
imunitária a patógenos presentes no ar. 


corporada em microfibrilas juntamente com a fibrilina normal, inibindo, 
assim, a formação de microfibrilas funcionais. (Nota: os pacientes com 
síndrome de Marfan, Ol ou SED podem ter esclera azul devido ao des- 
baste do tecido que permite que o pigmento subjacente se mostre.) 


«,-Antitripsina na degradação de elastina 


O sangue e outros fluidos corporais contêm uma proteína, a ,-antitripsina 
(AAT), que inibe uma série de enzimas proteolíticas (chamadas pepti- 
dases, proteases ou proteinases) que hidrolisam e destroem proteínas. 
(Nota: o inibidor foi originalmente chamado de AAT porque inibe a ativi- 
dade da tripsina, uma enzima proteolítica sintetizada como tripsinogênio 
pelo pâncreas [ver pág. 248].) AAT tem o papel fisiológico importante 
de inibir a elastase de neutrófilos, uma protease poderosa que é libera- 
da no espaço extracelular e degrada a elastina das paredes alveolares, 
bem como outras proteínas estruturais em uma variedade de tecidos 
(Fig. 4.14). A maior parte da AAT encontrada no plasma é sintetizada e 
secretada pelo fígado. Síntese extra-hepática também ocorre. 


1. «,-Antitripsina nos pulmões. No pulmão normal, os alvéolos são 
expostos cronicamente a baixos níveis de elastase, liberada a partir 
de neutrófilos ativos ou em degeneração. Essa atividade proteolítica 
da elastase pode destruir a elastina na parede alveolar se não for 
contraposta pela ação inibitória da AAT, o mais importante inibidor 
da elastase dos neutrófilos (Fig. 4.14). Como o tecido pulmonar não 
pode se regenerar, a destruição do tecido conjuntivo das paredes 
alveolares, causada por um desequilíbrio entre a protease e seu ini- 
bidor, resulta em doença pulmonar. 


2. Deficiência de q ,-antitripsina e enfisema. Nos Estados Unidos, 
cerca de 2 a 5% dos pacientes com enfisema estão predispostos 
à doença por defeitos hereditários em AAT. São conhecidas várias 
mutações no gene da «,-AT que causam a deficiência dessa pro- 
teína, mas uma única mutação em uma base púrica (GAG — AAG, 
resultando na substituição de uma lisina por glutamato na posição 
342 da proteína) é, clinicamente, a mais encontrada. (Nota: a pro- 
teína mutada é denominada variante Z.) A mutação faz com que a 
AAT normalmente monomérica tenha um erro de dobra, polimerize 
e agregue dentro do RER de hepatócitos, resultando em diminuição 
da secreção de AAT pelo fígado. A deficiência de AAT é, portanto, 
uma doença de dobramento incorreto de proteínas. Consequente- 
mente, os níveis sanguíneos de AAT são reduzidos, diminuindo a 
quantidade que chega ao pulmão. O polímero que se acumula no 
fígado pode resultar em cirrose (cicatrização do fígado). Nos Esta- 
dos Unidos, a mutação da AAT é mais comum nos descendentes 
de caucasianos do Norte Europeu. Um indivíduo deve herdar dois 
alelos AAT anormais para estar em risco de desenvolver enfisema. 
Em um indivíduo heterozigoto, com um gene normal e um gene de- 
feituoso, os níveis de AAT são suficientes para proteger os alvéolos 
da lesão. (Nota: a metionina 358 na AAT é necessária para a ligação 
do inibidor às suas proteases-alvo. O fumo causa a oxidação e a 
subsequente inativação desse resíduo de metionina, diminuindo a 
eficiência do inibidor em neutralizar a elastase. Fumantes com defi- 
ciência de AAT, portanto, apresentam taxa consideravelmente maior 
de lesão pulmonar e menor taxa de sobrevivência, comparados 
com indivíduos não fumantes portadores da deficiência.) A deficiên- 
cia de inibidor da elastase pode ser tratada por terapia de aumento 
semanal, ou seja, administração intravenosa de AAT. A AAT difunde 
a partir do sangue para o pulmão, onde atinge níveis terapêuticos 
no fluido que cerca as células epiteliais do pulmão. 
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Mapa de conceitos-chaves para as proteínas fibrosas, colágeno e elastina. Cu” 
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(Es prático ) pi aaa 
* As mutações mais importantes clinicamente 
composta por grandes quantidades de estão no gene do colágeno tipo Ill. Ocorrem 
CEE problemas vasculares potencialmente letais. 
omm | (oi) [+ ——“owoptnesinpetatos 
encontradas * A síndrome é caracterizada por ossos frágeis. 
Y * A maioria dos pacientes com a forma grave 
A cada três posições da doença apresenta mutações no gene do 
colágeno tipo |. 

* As cadeias estruturalmente anormais 
impedem o dobramento da proteína em uma 
conformação de tripla-hélice. 

Hidroxilisina 
Hidroxilisina a =! Escorbuto (adquirido) 
glicosilada 

* É consequência da carência de vitamina C, 
necessária para a hidroxilação da prolina e 
da lisina. 

* Resulta em colágeno com baixa resistência 
à tração. 

ma Colágeno fibrilar Elastina 
Por exemplo: 
* Tipo | (encontrado na pele) I 
* Tipo II (encontrado na cartilagem) caracterizada por 
e Tipo III (encontrado nos vasos) Transcrição de genes das - y 
T cadeias a do colágeno. . Um polimero insolúvel de proteína, 
caracterizado por Tradução em cadeias sintetizado a partir de um precursor, a 
Y polipeptídicas. tropoelastina. 
Triplas-hélices longas e Hidroxilação de prolina e * À medida que é secretada pela célula, 
resistentes, com ligações lisina, dependente de a tropoelastina interage com microfibrilas 
cruzadas em um arranjo escalonado vitamina C. glicoproteicas especificas, como a fibrilina, 
Glicosilação de hidroxilisina. a qual funciona como um suporte sobre o 
[>| Colágeno associado a fibrilas Formação de pontes qual a tropoelastina é depositada. 
Por exemplo: dissulfeto na extensão * Mutações no gene da fibrilina são 
* Tipo IX (encontrado na cartilagem) C-terminal do pró-peptídeo. responsáveis pela sindrome de Marfan. 
* Tipo XII (encontrado em ligamentos) Formação de uma 
T tripla-hélice. E é 
caracterizado por [Doenças da degradação da elastina 
por Sao 
Y 
* Secreção da molécula de pró-colágeno Deficiência de «a, -antitripsina (AAT) 
a partir do vacúolo de Golgi para a 
matriz extracelular. * Nos alvéolos, a elastase liberada 
Por exemplo: e Clivagem das porções N-terminal e por neutrófilos ativados e em degeneração 
* Tipo IV (encontrado na C-terminal do pró-peptídeo para formar é normalmente inibida pela a, -antitripsina. 
membrana basal) o tropocolágeno insolúvel. * Defeitos genéticos na a -antitripsina 
* Tipo VIII (encontrado no * Autopolimerização do tropocolágeno podem levar a enfisema (no pulmão) e 
epitélio vascular) em fibrilas e subsequente formação cirrose (no figado). Fumo aumenta o risco. 
Ê de ligações cruzadas dependentes de * A deficiência de inibidor da elastase no 
ii ileal Cu”, que formam as fibras de colágeno. pulmão pode ser revertida por administração 
intravenosa semanal de a, -antitripsina. 
( Organização em lâminas ou malhas ) 
Figura 4.15 


= cobre. 
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IV. RESUMO DO CAPÍTULO 





O colágeno e a elastina são proteínas fibrosas estruturais da matriz extracelular (Fig. 4.15). As moléculas de colágeno contêm 
grande abundância de prolina, lisina e glicina, esta última ocorrendo a cada terceira posição da estrutura primária. O colágeno 
também contém hidroxiprolina, hidroxilisina e hidroxilisina glicosilada formadas por meio de modificações pós-traducionais. 
O colágeno fibrilar tem uma estrutura longa e rígida, na qual três cadeias polipeptídicas a são enroladas umas às outras em 
uma tripla-hélice tipo corda estabilizada por ligações de hidrogênio intercadeias. Doenças da síntese de colágeno fibrilar 
afetam ossos, articulações, pele e vasos sanguíneos. Elastina é uma proteína de tecido conjuntivo com propriedades seme- 
lhantes à borracha em tecidos como o pulmão. A « -antitripsina (AAT), produzida principalmente pelo fígado, inibe a degrada- 
ção de elastina catalisada por elastase nas paredes alveolares. Uma deficiência de AAT aumenta a degradação de elastina e 
pode causar enfisema e, em alguns casos, cirrose do fígado. 














Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


4.1 Uma paciente de 30 anos de idade de ascendência eu- 
ropeia (Norte da Europa) apresenta dispneia progressiva 
(falta de ar). Ela nega ser fumante. A história familiar reve- 
la que sua irmã também possui problemas pulmonares. 
Qual das seguintes etiologias poderia mais provavelmen- 
te explicar os sintomas pulmonares da paciente? 


A. Deficiência de vitamina C. 

B. Deficiência de a,-antitripsina. 

C. Deficiência de prolil-hidroxilase. 

D. Diminuição na atividade da elastase. 
E. Aumento da atividade da colagenase. 


4.2 Uma criança de 7 meses de ida- 
de caiu enquanto engatinhava, 
e agora apresenta inchaço em 
uma das pernas. O exame de 
imagem revela uma fratura de 
um fêmur arqueado, secundária 
a trauma menor, e presença de 
ossos finos (ver raio X à direita). 
Escleras azuis também são ob- 
servadas. Com 1 mês de idade, 
a criança teve fraturas múltiplas, 
com variados estados de cica- 
trização (clavícula direita, úmero 
direito e rádio direito). Um cui- 
dadoso histórico familiar excluiu 
traumas não acidentais (maus 
tratos) como causa das fraturas ósseas. Qual combina- 
ção entre uma molécula defeituosa (ou deficiente) e a 
patologia resultante melhor se encaixa nesta descrição 
clínica? 

Elastina e enfisema. 

Fibrilina e síndrome de Marfan. 

Colágeno tipo | e osteogênese imperfeita. 

Colágeno tipo V e síndrome de Ehlers-Danlos. 

. Vitamina C e escorbuto. 


4.3 Qual é a base diferencial das patologias do figado e dos 
pulmões observadas na deficiência de AAT? 


moop> 


4.4 Como e por que a prolina é hidroxilada no colágeno? 





Resposta correta = B. A deficiência de a,-antitripsina (AAT) é uma 
doença genética que pode causar danos pulmonares e enfisema 
mesmo na ausência de uso de cigarro, Uma deficiência de AAT per- 
mite uma maior atividade da elastase, que destrói a elastina nas pa- 
redes alveolares. A deficiência de AAT deve ser suspeitada quando a 
doença pulmonar obstrutiva crônica se desenvolve em um paciente 
com menos de 45 anos de idade que não possui história de bronqui- 
te crônica ou uso de tabaco, ou quando vários membros da família 
desenvolvem doença pulmonar obstrutiva em uma idade precoce. 
As opções A, C e E se referem ao colágeno, não à elastina. 


Resposta correta = C. A criança provavelmente tem osteogênese 
imperfeita. A maioria dos casos surge de um defeito nos genes que 
codificam o colágeno tipo |. Ossos em pacientes afetados são finos, 
osteoporóticos, muitas vezes arqueados e extremamente propensos 
a fraturas. Problemas pulmonares não são vistos nessa criança. Indi- 
víduos com sindrome de Marfan têm comprometimento da integrida- 
de estrutural do esqueleto, olhos e sistema cardiovascular. Defeitos 
no colágeno tipo V causam a forma clássica da sindrome de Ehlers- 
-Danlos, caracterizada pela extensibilidade e fragilidade da pele e 
hipermobilidade articular. O escorbuto causado pela deficiência de 
vitamina C é caracterizado por fragilidade capilar. 


Com a deficiência de a,-antitripsina (AAT), a cirrose que pode ocor- 
rer é devido à polimerização e retenção de AAT no figado, seu local 
de síntese. O dano alveolar é devido à deficiência de AAT (um inibi- 
dor da serina protease) no pulmão, de modo que a elastase (uma 
serina protease) não tem sua ação contraposta. 


A prolina é hidroxilada pela prolil-hidroxilase, uma enzima do retículo 
endoplasmático que requer oxigênio, Fe?” e vitamina C. A hidroxi- 
lação aumenta a formação de ligações de hidrogênio intercadeias, 
fortalecendo a tripla-hélice de colágeno. A deficiência de vitamina C 
prejudica a hidroxilação. 





Enzimas 


I. VISÃO GERAL 





Praticamente todas as reações no organismo são mediadas por enzimas, as 
quais são proteinas catalisadoras que aumentam a velocidade das reações, 
sem sofrerem alterações no processo global. Dentre as muitas reações bio- 
lógicas energeticamente possíveis, as enzimas canalizam, de forma seletiva, 
reagentes (chamados de substratos) para rotas úteis. As enzimas coman- 
dam, assim, todos os eventos metabólicos. Este capítulo examina a natureza 
dessas moléculas catalíticas e o seu mecanismo de ação. 


ll. NOMENCLATURA 





Cada enzima recebe dois nomes. O primeiro é o nome curto e recomenda- 
do, conveniente para uso corriqueiro. O segundo é o nome mais completo 
e sistemático, utilizado quando a enzima precisa ser identificada sem ambi- 
guidades. 


A. Nome recomendado 


Os nomes mais frequentemente utilizados para as enzimas têm o sufixo 
“-ase” adicionado ao nome do substrato da reação (p. ex., glicosidase e 
urease) ou à descrição da ação realizada (p. ex., lactato-desidrogenase 
e adenilato-ciclase). (Nota: algumas enzimas mantêm seu nome comum 
original, que não tem qualquer associação com a reação enzimática; por 
exemplo, tripsina e pepsina.) 


B. Nome sistemático 


Na designação sistemática, as enzimas são divididas em seis classes 
principais (Fig. 5.1), cada uma com numerosos subgrupos. Para uma de- 
terminada enzima, o sufixo -ase é adicionado a uma descrição bastante 
completa da reação química catalisada, incluindo os nomes de todos 
os substratos, como, por exemplo, lactato:nicotinamida-adenina-dinu- 
cleotídeo (NAD')-oxidorredutase. (Nota: cada enzima também recebe um 
número que a classifica. A lactato: NAD'-oxidorredutase tem o número 
1.1.1.27.) Os nomes sistemáticos são exatos e informativos, mas às ve- 
zes são muito incômodos para o uso geral. 











Figura 5.1 

As seis principais classes de 
enzimas, com exemplos. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; THF = tetra- 
-hidrofolato; CoA = coenzima A; 
CO, = dióxido de carbono; 

NH, = amônia; ADP = difosfato de 
adenosina; P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 5.2 

Representação esquemática de uma 
enzima com um sítio ativo, ligando-se 
à molécula de substrato. 


MITOCÔNDRIA 
eè Ciclo do ácido cítrico. 
e Oxidação de ácidos graxos. 
e Descarboxilação do piruvato. 


CITOSOL 
e Glicólise. 
e Ciclo das pentoses. 
e Síntese de ácidos graxos. 




















NÚCLEO 
© Síntese de 
DNA e RNA. 
LISOSSOMO 
© Degradação de macromoléculas 
complexas. 
Figura 5.3 


Localização intracelular de algumas 
vias bioquímicas importantes. 


clui sintetase (requer ATP), sintase (não requer ATP), fosfatase (usa água 
para remover um grupo fosfato), fosforilase (usa fosfato inorgânico para 
quebrar uma ligação, gerando um produto fosforilado), desidrogenase 
(usa NAD” ou flavina-adenina-dinucleotídeo [FAD] como aceptor de elé- 
trons em uma reação redox), oxidase (o oxigênio é o aceptor de elétrons 
e os átomos de oxigênio não são incorporados ao substrato) e oxigena- 


Nomenclatura enzimática que potencialmente pode causar confusão in- 
se (um ou ambos os átomos de oxigênio são incorporados). 





PROPRIEDADES 





As enzimas são catalisadores proteicos que aumentam a velocidade de uma 
reação química e não são consumidos durante a reação que catalisam. (Nota: 
algumas moléculas de ácido ribonucleico [RNA] podem catalisar reações en- 
volvendo ligações fosfodiéster e ligações peptídicas. Os RNAs com atividade 
catalítica são chamados de ribozimas [ver pág. 434] e são encontrados com 
muito menor frequência que os catalisadores proteicos.) 


A. 


Sítio ativo 


As moléculas das enzimas contêm uma região especial, um bolso ou 
uma fenda, chamada de sítio ativo. Este sítio, formado pelo dobramento 
da proteina, contém cadeias laterais de aminoácidos que participam da 
ligação com o substrato e da catálise (Fig. 5.2). O substrato liga-se à en- 
zima de modo não covalente, formando um complexo enzima-substrato 
(ES). Acredita-se que essa ligação cause uma mudança conformacional 
na enzima (encaixe induzido), que permite a catálise. O complexo ES 
é convertido no complexo enzima-produto (EP), que posteriormente se 
dissocia em enzima e produto. 


Eficiência 

As reações catalisadas por enzimas são altamente eficientes, ocorrendo 
de 10º até 10º vezes mais rapidamente que as reações não catalisa- 
das. O número de moléculas de substrato convertidas em moléculas de 
produto por uma molécula de enzima em um segundo é chamado de 
número de renovação (turnover) ou Koa, e geralmente está na faixa de 10º 


a 10's”. (Nota: Ka é a constante de velocidade para a conversão do ES 
em E + P [ver pág. 58].) 


Especificidade 


As enzimas são altamente específicas, interagindo com um ou alguns 
poucos substratos e catalisando apenas um tipo de reação química. 
O conjunto de enzimas produzidas por uma determinada célula define 
quais as vias metabólicas que irão ocorrer nessa célula. 


Holoenzimas, apoenzimas, cofatores e coenzimas 


Algumas enzimas requerem a presença de compostos não proteicos para 
poderem exercer sua atividade enzimática. Nesse caso, o termo holoenzi- 
ma se refere à enzima ativa com seu componente não proteico, enquanto 
a enzima sem seu componente não proteico é chamada de apoenzima e é 
inativa. Se esse componente não proteico for um íon metálico, como zinco 
(Zn?) ou ferro (Fe?”), ele é chamado de cofator (ver Cap. 29). Se esse com- 
ponente for uma molécula orgânica pequena, é chamado de coenzima. 
Coenzimas que associam-se transitoriamente à enzima são chamadas de 
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cossubstratos. Tais cossubstratos dissociam-se da enzima após sofrerem 
uma alteração (o NAD+ é um exemplo; ver pág. 101). Se a coenzima esti- 
ver permanentemente associada à enzima e retornar a seu estado original, 
é chamada de grupo prostético (o FAD é um exemplo; ver pág. 110). As 
coenzimas frequentemente são derivadas de vitaminas. Por exemplo, o 
NAD* contém niacina, e o FAD contém riboflavina (ver Cap. 28). 


Regulação 


A atividade enzimática pode ser regulada, isto é, as enzimas podem ser 
ativadas ou inibidas, a fim de que a velocidade de formação do produto 
responda às necessidades da célula. 


Localização dentro da célula 


Muitas enzimas estão localizadas em organelas específicas dentro da 
célula (Fig. 5.3). Essa compartimentalização serve para isolar o substrato 
ou o produto da reação de outras reações que possam competir com 
a reação em questão. Isso garante um meio favorável para a reação e 
organiza as milhares de enzimas presentes na célula em vias definidas. 


IV. MECANISMO DA AÇÃO ENZIMÁTICA 





O mecanismo da ação enzimática pode ser visualizado a partir de duas pers- 
pectivas diferentes. A primeira considera a catálise em termos de variações 
de energia que ocorrem durante a reação. Ou seja, a enzima fornece uma 
via reacional alternativa energeticamente favorável, diferente da reação não 
catalisada. A segunda perspectiva descreve como o sítio ativo facilita quimi- 
camente a catálise. 


A. 


Alterações de energia que ocorrem durante a reação 


Praticamente todas as reações químicas têm uma barreira de energia se- 
parando os reagentes dos produtos. Essa barreira, denominada energia 
de ativação (E,), é a diferença entre a energia dos reagentes e aquela de 
um intermediário de alta energia, o estado de transição (T*), que ocorre 
durante a conversão do reagente em produto. A Figura 5.4 mostra as 
alterações na energia durante a conversão de uma molécula do reagente 
A no produto B, passando pelo estado de transição. 


AertreB 


1. Energia de ativação. O pico de energia na Figura 5.4 é a diferen- 
ça na energia livre entre o reagente e T*, em que um intermediário 
de curta duração e rico em energia é formado durante a conversão 
do reagente em produto. Em função da alta E,, as velocidades das 
reações não catalisadas são frequentemente baixas. 


2. Velocidade da reação. Para as moléculas reagirem, devem conter 
energia suficiente para superar a barreira de energia do estado de 
transição. Na ausência de uma enzima, somente uma pequena pro- 
porção da população de moléculas possui energia suficiente para 
atingir o estado de transição entre reagente e produto. A velocidade 
da reação é determinada pelo número dessas moléculas “energi- 
zadas”. Em geral, quanto menor a E,, mais moléculas têm energia 
suficiente para superar o estado de transição e, assim, maior é a 
velocidade da reação. 


3. Rota alternativa de reação. Uma enzima permite que uma rea- 
ção ocorra rapidamente nas condições normais na célula, oferecen- 
do uma rota de reação alternativa, com uma menor E, (ver Fig. 5.4). 





Não existe diferença na energia livre da | 
reação global (a energia dos produtos 
menos a energia dos reagentes) entre 
reações catalisadas e não catalisadas. 


, 








Energia livre de ativação 
(não catalisada). 

















Energia livre de 
ativação (catalisada). 














Figura 5.4 

Efeito de uma enzima sobre a energia 
de ativação (E,) de uma reação. 

AG = variação da energia livre. 
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Figura 5.5 

Representação esquemática 

de mudanças energéticas que 
acompanham a formação do 
complexo enzima-substrato (ES) 
e a subsequente formação de 
um estado de transição. 


A enzima não altera a energia livre dos reagentes (substratos) ou 
dos produtos e, assim sendo, não altera o equilíbrio da reação (ver 
pág. 70). Entretanto, ela acelera a velocidade na qual o equilíbrio é 
atingido. 


B. Química do sítio ativo 


O sítio ativo não é um receptáculo passivo para a ligação do substrato, 
mas sim uma máquina molecular complexa, empregando uma diversida- 
de de mecanismos químicos para facilitar a conversão do substrato em 
produto. Diversos fatores são responsáveis pela eficiência catalítica das 
enzimas, e entre eles estão incluídos os exemplos abaixo. 


1. 


Estabilização do estado de transição. O sítio ativo frequen- 
temente atua como um molde molecular flexível, que se liga ao 
substrato e inicia sua conversão para o estado de transição, uma 
estrutura na qual as ligações não são iguais àquelas do substra- 
to ou do produto (ver T* na parte superior da curva na Fig. 5.4). 
Estabilizando o estado de transição, a enzima aumenta muito a 
concentração do intermediário reativo que pode ser convertido no 
produto e, assim, acelera a reação. (Nota: o estado de transição 
não pode ser isolado.) 


Catálise. O sítio ativo pode fornecer grupos catalíticos que au- 
mentam a probabilidade de o estado de transição se formar. Em 
algumas enzimas, esses grupos podem participar em uma catálise 
acidobásica geral, na qual os resíduos de aminoácidos doam ou 
aceitam prótons. Em outras enzimas, a catálise pode envolver a 
formação transitória de um complexo covalente enzima-substrato 
(ES). (Nota: o mecanismo de ação da quimotripsina, uma enzima 
da digestão de proteínas presente no intestino, inclui catálise ácida 
geral, básica geral e covalente. Uma histidina presente no sítio ativo 
da enzima recebe [básica geral] e perde [ácida geral] prótons, o que 
é possibilitado pelo fato de que o pK da histidina nas proteínas é 
próximo ao pH fisiológico. Uma serina, também presente no sítio 
ativo, forma uma ligação covalente com o substrato.) 


Visualização do estado de transição. A conversão do substrato 
em produto, catalisada por enzimas, pode ser imaginada como a 
remoção de um suéter de um bebê não cooperativo (Fig. 5.5). O pro- 
cesso possui elevada E,, pois a única estratégia razoável para tirar a 
roupa (exceto rasgá-la) requer que a agitação aleatória do bebê re- 
sulte em uma posição em que os dois braços fiquem completamente 
estendidos acima da cabeça - uma postura improvável. Entretanto, 
pode-se visualizar a mãe agindo como enzima, primeiro entrando em 
contato com o bebê (formando o complexo ES) e, a seguir, orientan- 
do os braços do bebê para uma posição vertical e estendida, aná- 
loga ao estado de transição. Essa postura (conformação) do bebê 
facilita a remoção do suéter, resultando no bebê sem agasalho que 
aqui representa o produto. (Nota: o substrato ligado à enzima [ES] 
está em um nível energético ligeiramente menor que o substrato não 
ligado [S], o que explica a pequena “queda” na curva em ES.) 


V. FATORES QUE AFETAM A VELOCIDADE DA REAÇÃO 





As enzimas podem ser isoladas das células e ter suas propriedades estuda- 
das em tubos de ensaio (i. e., in vitro). As diferentes enzimas mostram dife- 
rentes respostas às alterações de concentração de substrato, temperatura 
e pH. Esta seção descreve fatores que influenciam a velocidade da reação 
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enzimática. As respostas enzimáticas a esses fatores fornecem informa- 
ções valiosas acerca do funcionamento das enzimas nas células vivas 
(i. e., in vivo). 


A. Concentração do substrato 


1. Velocidade máxima. A velocidade de uma reação (v) é o número 
de moléculas de substrato convertidas em produto por unidade de 
tempo. Geralmente, a velocidade é expressa como umol de pro- 
duto formado por minuto. A velocidade de uma reação catalisada 
por enzima aumenta com a concentração do substrato, até alcançar 
uma velocidade máxima (Vma) (Fig. 5.6). A obtenção de um platô na 
velocidade de reação em altas concentrações de substrato reflete a 
saturação, pelo substrato, de todos os sítios de ligação disponíveis 
nas moléculas enzimáticas presentes. 


2. Formato da curva de cinética enzimática. A maioria das enzi- 
mas mostra uma cinética de Michaelis-Menten (ver pág. 58), na qual 
a curva de velocidade de reação inicial (v.) em função da concen- 
tração do substrato possui forma hiperbólica (semelhante à curva 
de dissociação do oxigênio da mioglobina; ver pág. 29). Em contra- 
partida, as enzimas alostéricas não seguem a cinética de Michaelis- 
-Menten e mostram uma curva sigmoide (ver Fig. 5.6), semelhante 
na forma à curva de dissociação do oxigênio da hemoglobina (ver 
pág. 29). 


B. Temperatura 


1. Aumento da velocidade com a temperatura. A velocidade de 
reação aumenta com a temperatura, até um pico de velocidade 
ser atingido (Fig. 5.7). Esse aumento ocorre devido ao aumento 
do número de moléculas de substrato com energia suficiente para 
cruzar a barreira da energia de ativação e formar os produtos da 
reação. 


2. Redução da velocidade em temperaturas mais altas. Uma 
elevação maior da temperatura causa redução na velocidade de 
reação como resultado da desnaturação da enzima, induzida pela 
temperatura (ver Fig. 5.7). 








A temperatura ótima para a maioria das enzimas humanas está entre 
35 °C e 40 °C. As enzimas humanas começam a desnaturar (ver pág. 
20) em temperaturas acima de 40 °C, porém as enzimas de bactérias 
termófilas, encontradas em fontes de água quente, apresentam tempe- 
ratura ótima em torno de 70 °C. 





1. Efeito do pH na ionização do sítio ativo. A concentração de pró- 
tons ([H') afeta a velocidade da reação de várias maneiras. Primeiro, 
o processo catalítico geralmente requer que a enzima e o substrato 
tenham determinados grupos químicos em estado ionizado ou não 
ionizado, de modo a interagirem. Por exemplo, a atividade catalítica 
pode exigir que um grupo amino da enzima esteja na forma proto- 
nada (-NH;). Uma vez que esse grupo encontra-se desprotonado 
em pH alcalino, a velocidade da reação diminui. 


2. Efeito do pH na desnaturação da enzima. Valores extremos de 
pH também podem levar à desnaturação da enzima, pois a estru- 















Enzimas que seguem a cinética 
de Michaelis-Menten apresentam 
curvas hiperbólicas. 


Enzimas alostéricas 
apresentam uma 
curva sigmoidal. 









Figura 5.6 
Efeito da concentração do substrato 
sobre a velocidade da reação. 











Figura 5.7 
Efeito da temperatura sobre uma 
reação enzimática. 
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Velocidade da reação (V,) 














tura da molécula proteica cataliticamente ativa depende do caráter 
iônico das cadeias laterais dos aminoácidos. 


pH ótimo variável. O pH no qual a atividade máxima da enzima 
é atingida difere para cada enzima e, geralmente, reflete a [H*] na 
qual a enzima funciona no organismo. Por exemplo, a pepsina, uma 
enzima digestiva do estômago, apresenta atividade máxima em pH 
2, enquanto outras enzimas, destinadas a atuar em pH neutro, des- 
naturam em um meio com essa acidez (Fig. 5.8). 


VI. CINÉTICA DE MICHAELIS-MENTEN 





Leonor Michaelis e Maude Menten propuseram um modelo simples, que ex- 
plica a maioria das características de muitas reações catalisadas por enzi- 


mas. Nesse modelo, a enzima combina-se reversivelmente com o substrato, 


Figura 5.8 


formando um complexo ES que, subsequentemente, gera o produto, rege- 


Efeito do pH sobre reações nerando a enzima livre. O modelo, envolvendo uma molécula de substrato, é 


catalisadas por enzimas. 


representado a seguir: 


k1 k2 
E +S = ES — E +P 
k-1 


em que S é o substrato, 





Velocidade da reação (V,) 


O maior Km da enzima 2 


afinidade da enzima pelo 
substrato. k É 


O menor Km para a 

enzima 1 reflete uma alta 
afinidade da enzima pelo 
substrato. 2 














Figura 5.9 

Efeito da concentração do substrato 

sobre a velocidade de reação para 

duas enzimas: enzima 1 com uma 

constante de Michaelis (K„) menor 3. 
e enzima 2 com um K,, maior. 

V máx = Velocidade máxima. 


E é a enzima, 

ES é o complexo enzima-substrato, 

Péo produto, 

k, k, ek, (ou k.,) são as constantes de velocidade. 


A. Equação de Michaelis-Menten 


A equação de Michaelis-Menten descreve como a velocidade da reação 
varia com a concentração do substrato: 





em que V, = velocidade inicial da reação 


Vmax = Velocidade máxima = Koar [Elrotas 
K, = constante de Michaelis = (k , + k,)/k, 
[S] = concentração do substrato 


Ao derivar-se a equação de velocidade de Michaelis-Menten, são feitas as 
reflete uma baixa considerações a seguir. 


Concentrações relativas da enzima e do substrato. A concen- 
tração de substrato ([S]) é muito maior do que a concentração da 
enzima ([E]), de modo que a porcentagem de substrato total ligado à 
enzima em qualquer momento é pequena. 


Hipótese do estado estacionário. A concentração do complexo 
ES não varia com o tempo (hipótese do estado estacionário para ES), 
isto é, a velocidade de formação de ES é igual àquela da degradação 
de ES (para E + S e para E + P). Em geral, um intermediário em uma 
série de reações é considerado em estado estacionário quando sua 
velocidade de síntese é igual à sua velocidade de degradação. 


Velocidade inicial. As velocidades iniciais de reação (v,) são uti- 
lizadas na análise das reações enzimáticas. Isso significa que a ve- 
locidade da reação é medida assim que a enzima e o substrato são 
misturados. Nesse momento, a concentração de produto é muito 
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pequena e, assim sendo, a velocidade da reação inversa do produto 
para o substrato pode ser ignorada. 


B. Conclusões importantes 


1. Características deK,. OK, - constante de Michaelis — é carac- 
terístico da enzima e de seu substrato específico e reflete a afini- 
dade da enzima por esse substrato. O K,, é numericamente igual à 
concentração do substrato em que a velocidade da reação é igual à 
metade da Vna: O Kn não varia com a concentração da enzima. 


a. K, baixo. Um K, numericamente pequeno reflete uma alta 
afinidade da enzima pelo substrato, pois uma baixa concen- 
tração de substrato é necessária para atingir a metade da sa- 
turação da enzima - isto é, atingir a velocidade equivalente a 
metade da Vna (Fig. 5.9). 


b. Kyalto. Um K, numericamente elevado reflete uma baixa afi- 
nidade da enzima pelo substrato, pois é necessária uma alta 
concentração de substrato para atingir a metade da saturação 
da enzima. 


2. Relação entre velocidade e concentração da enzima. A veloci- 
dade da reação é diretamente proporcional à concentração da en- 
zima, pois a [S] não é limitante. Por exemplo, se a concentração da 
enzima é reduzida pela metade, a velocidade inicial da reação (v,) e 
a V max São reduzidas à metade da velocidade original. 


3. Ordem da reação. Quando a [S] é muito menor (<<) que o Km a 
velocidade da reação é aproximadamente proporcional à concen- 
tração do substrato (Fig. 5.10). A velocidade da reação é, então, dita 
de primeira ordem com relação ao substrato. Quando a [S] é muito 
maior (>>) do que o Km, a velocidade é constante e igual à Vma: A 
velocidade da reação, nesse caso, é independente da concentração 
de substrato (a enzima está saturada com o substrato) e é dita de 
ordem zero em relação à concentração de substrato (ver Fig. 5.10). 


C. Gráfico de Lineweaver-Burk 


Quando um gráfico de v, em função da [S] é construído, nem sempre 
é possível determinar quando a Vma é alcançada, devido à inclinação 
gradual da curva hiperbólica em altas concentrações de substrato. En- 
tretanto, em uma curva de 1/y, em função de 1/[S], obtém-se uma linha 
reta (Fig. 5.11). Esse gráfico de Lineweaver-Burk (também chamado de 
gráfico dos duplos-recíprocos) pode ser utilizado para calcular K, € Va 
assim como para determinar o mecanismo de ação de inibidores enzi- 
máticos. 


A equação que descreve o gráfico de Lineweaver-Burk é: 





em que o intercepto no eixo x é igual a -1/K,, e o intercepto no eixo y é 
igual a 1/V max (Nota: inclinação = K NV max) 


VII. INIBIÇÃO ENZIMÁTICA 





Qualquer substância capaz de diminuir a velocidade de uma reação enzimá- 
tica é chamada de inibidor. Inibidores podem ser reversíveis ou irreversíveis. 





Em altas concentrações de 
substratos ([S] >> K,), 
a velocidade da reação é de 


ordem zero. Isto é, é constante 
e independente da 
concentração do substrato. 
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Em baixas concentrações de 
substrato ([S] << K,), 

a velocidade de reação é de 
primeira ordem. Isto é, 

é proporcional à concentração 
de substrato. 



















Figura 5.10 

Efeito da concentração de substrato 
sobre a velocidade de uma reação 
enzimática. Vmax = velocidade 


máx 


máxima; K,, = constante de Michaelis. 











w É 











Figura 5.11 

Gráfico de Lineweaver-Burk. 

V, = Velocidade inicial da reação; 
Vmax = Velocidade máxima; 

K = constante de Michaelis; 

[S] = concentração do substrato. 
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Inibidores irreversíveis ligam-se às enzimas por meio de ligações covalentes. 
Por exemplo, o chumbo forma ligações covalentes com os grupos sulfidrila 
da cadeia lateral da cisteína nas proteínas. A ferroquelatase, uma enzima 
envolvida na síntese do núcleo heme (ver pág. 279), é inibida irreversivel- 
mente pelo chumbo. (Nota: um grupo importante de inibidores irreversíveis é 
constituído pelos inibidores baseados em mecanismo, que são convertidos 
pela própria enzima em uma forma que se liga covalentemente à enzima, 
inibindo-a. Esses inibidores são também conhecidos como inibidores “suici- 
das”.) Inibidores reversíveis ligam-se às enzimas via ligações não covalentes 
e, assim, a diluição do complexo enzima-inibidor resulta em dissociação do 
inibidor ligado reversivelmente e recuperação da atividade enzimática. Os 
dois tipos mais comuns de inibição reversível são a inibição competitiva e a 
inibição não competitiva. 


A. Inibição competitiva 


Esse tipo de inibição ocorre quando o inibidor se liga reversivelmente 
ao mesmo sítio que o substrato normalmente ocuparia e, dessa forma, 
compete com o substrato por esse sítio. 


1. Efeito sobre a Vma. O efeito de um inibidor competitivo é rever- 
tido pelo aumento da concentração de substrato. Em [S] suficien- 
temente altas, a velocidade da reação atinge a Vmax observada na 
ausência do inibidor, isto é, a V ma não é alterada (Fig. 5.12). 


2. Efeito sobre o K,. Um inibidor competitivo aumenta o K,, apa- 
rente para determinado substrato. Isso significa que, na presença 
de um inibidor competitivo, mais substrato é necessário para atingir 
metade da V máx: 


3. Efeito sobre o gráfico de Lineweaver-Burk. A inibição compe- 
titiva apresenta um gráfico de Lineweaver-Burk característico, no 
qual as curvas da reação inibida e não inibida interceptam o eixo y 
no mesmo ponto, em 1/V máx (V máx não é alterada). As reações inibida 
e não inibida interceptam o eixo x em pontos diferentes, indicando 





A velocidade máxima, Vo 
é a mesma na presença de 
um inibidor competitivo. 
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Ka Ka A constante de Michaelis, K,,, é aumentada na Km 
presença de um inibidor competitivo. 

Figura 5.12 


A. Gráfico do efeito de um inibidor competitivo sobre a velocidade da reação em relação à concentração do substrato 
([S)). B. Gráfico de Lineweaver-Burk para a inibição competitiva de uma enzima. (Nota: a inclinação aumenta com o 
aumento da concentração do inibidor.) 
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que o K, aparente é aumentado na presença do inibidor competiti- 
vo, uma vez que -1/K,, aproxima-se do zero a partir de um valor ini- 
cialmente mais negativo (ver Fig. 5.12). (Nota: um importante grupo 
de inibidores competitivos são os análogos do estado de transição, 
moléculas estáveis que são similares à estrutura do estado de tran- 
sição, e, portanto, ligam-se mais fortemente do que o substrato à 
enzima.) 


4. Estatinas como exemplos de inibidores competitivos. Esse 
grupo de substâncias anti-hiperlipidêmicas inibe competitivamente 
o passo limitante da velocidade (o mais lento) na síntese do coleste- 
rol. Essa reação é catalisada pela hidroximetilglutaril-coenzima A-re- 
dutase (HMG-CoA-redutase; ver pág. 221). As estatinas, tais como 
a atorvastatina (Lipitor) e a pravastatina (Pravacol), são análogos 
estruturais do substrato natural dessa enzima e com ele competem, 
levando à efetiva inibição da HMG-CoA-redutase. Dessa forma, elas 
inibem a síntese de novo do colesterol e, assim, diminuem os níveis 
plasmáticos desse lipídeo (Fig. 5.13). 





B. Inibição não competitiva* 


Pravastatina 
Esse tipo de inibição pode ser reconhecido por seu efeito característico (inibidor competitivo) 











sobre a Vmax (Fig. 5.14). A inibição não competitiva acontece quando o 
inibidor e o substrato ligam-se a sítios diferentes na enzima. O inibidor Figura 5.13 

não competitivo pode ligar-se tanto à enzima livre quanto ao complexo A pravastatina compete com o 
enzima-substrato (ES), de modo a impedir que a reação ocorra (Fig. 5.15). hidroximetilglutaril-coenzima A 


1. Efeito sobre a Vma. A inibição não competitiva não pode ser su- Ep pelo sítio ativo da 
perada pelo aumento da concentração de substrato. Desse modo, HMG-CoA-redutase. 
os inibidores não competitivos diminuem a V ma, aparente da reação. 


A velocidade máxima, Vo 
é reduzida na presença 

de um idor não 
competitivo. 
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A constante de Michaelis, K,, não é alterada 
na presença de um inibidor não competitivo. 














Figura 5.14 

A. Gráfico do efeito de um inibidor não competitivo sobre a velocidade da reação (v.) contra concentração de 
substrato ([S)). B. Gráfico de Lineweaver-Burk para a inibição não competitiva de uma enzima. (Nota: a inclinação 
aumenta com o aumento da concentração do inibidor.) 


*N. de T. A autora apresenta uma classificação bastante simplificada desses inibidores 
enzimáticos. Para definições mais precisas dos diferentes tipos de inibidores, o leitor 
poderá procurar em outros textos de bioquímica. 
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Figura 5.15 

Um inibidor não competitivo 
igando-se à enzima livre e ao 
complexo enzima-substrato (ES). 
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Figura 5.16 

Efeito de efetores negativos e ou 
positivos [+] sobre uma enzima 
alostérica. A. A velocidade máxima 
(V max) é alterada. B. A concentração 
de substrato que dá metade da 
velocidade máxima (K, s) é alterada. 


2. Efeito sobre o K,. Os inibidores não competitivos não interferem 
na ligação do substrato com a enzima. Assim, a enzima mostra o 
mesmo K,, na presença e na ausência do inibidor não competitivo, 
ou seja, o K,, não é alterado. 


3. Efeito sobre o gráfico de Lineweaver-Burk. A inibição não com- 
petitiva é facilmente diferenciada da inibição competitiva pela curva 
de 1/y, contra 1/[S], observando-se que a V nax aparente diminui na 
presença de um inibidor não competitivo, enquanto o K, não é al- 
terado (ver Fig. 5.14). (Nota: o oxipurinol, um metabólito do pró-fár- 
maco alopurinol, é um inibidor não competitivo da xantina-oxidase, 
uma enzima da via de degradação das purinas [ver pág. 301].) 


C. Inibidores enzimáticos como fármacos 


Pelo menos metade dos 10 fármacos mais comumente prescritos nos 
Estados Unidos age por meio da inibição de enzimas. Por exemplo, os 
amplamente prescritos antibióticos B-lactâmicos, como a penicilina e 
a amoxicilina, atuam inibindo enzimas envolvidas na síntese da pare- 
de celular bacteriana. Alguns fármacos também podem agir inibindo 
reações extracelulares. Isso é ilustrado pelos inibidores da enzima con- 
versora de angiotensina (ECA). Esses inibidores diminuem a pressão 
sanguínea por meio da inibição da ECA no plasma. A ECA cliva a an- 
giotensina | para formar a angiotensina Il, um potente vasoconstritor. 
Esses fármacos, que incluem captopril, enalapril e lisinopril, causam 
vasodilatação e, assim, uma redução da pressão sanguínea. O ácido 
acetilsalicílico, um fármaco facilmente comercializado, inibe irreversi- 
velmente a cicloxigenase, levando à inibição da síntese de prostaglan- 
dinas e tromboxanos (ver pág. 214). 





VII. REGULAÇÃO ENZIMÁTICA 





A regulação da velocidade das reações enzimáticas é essencial para o orga- 
nismo coordenar seus numerosos processos metabólicos. As velocidades da 
maioria das reações enzimáticas respondem às mudanças na concentração 
dos substratos, pois o nível intracelular de muitos substratos se encontra na 
faixa do K„. Dessa forma, um aumento na concentração do substrato provo- 
ca aumento da velocidade de reação, que induz o retorno da concentração 
do substrato ao valor normal. Além disso, algumas enzimas com funções 
reguladoras especializadas respondem a efetores alostéricos e/ou a modi- 
ficações covalentes, ou, ainda, apresentam sua velocidade de síntese (ou 
degradação) alterada quando as condições fisiológicas mudam. 


A. Enzimas alostéricas 


As enzimas alostéricas são reguladas por moléculas chamadas de efe- 
tores (ou moduladores), que se ligam de forma não covalente a outro 
sítio, que não o sítio ativo. Normalmente, essas enzimas são compos- 
tas por subunidades múltiplas, sendo que o sítio regulatório (alostéri- 
co) que liga o efetor é distinto do sítio de ligação do substrato e pode 
estar localizado em uma subunidade não catalítica. Os efetores que 
inibem a atividade enzimática são denominados efetores negativos, ao 
passo que aqueles que aumentam a atividade enzimática são denomi- 
nados efetores positivos. Efetores positivos e negativos podem alterar 
a afinidade da enzima por seu substrato (K, 5), modificar a atividade 
catalítica máxima da enzima (Vma), ou ambos (Fig. 5.16). (Nota: as en- 
zimas alostéricas frequentemente catalisam o passo comprometido 
com a via [muitas vezes o passo limitante da velocidade] no início da 
rota metabólica.) 
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1. Efetores homotrópicos. Quando o próprio substrato atua como 
efetor, o efeito é dito homotrópico. Um substrato alostérico funcio- 
na, mais frequentemente, como um efetor positivo. Nesse caso, 
a presença de uma molécula de substrato em um sítio da enzima 
aumenta as propriedades catalíticas de outros sítios de ligação ao 
substrato, isto é, seus sítios de ligação exibem cooperatividade. 
Essas enzimas apresentam curva sigmoidal quando v, é relacio- 
nada com a concentração de substrato, como mostrado na Figu- 
ra 5.16. Isso contrasta com a curva hiperbólica característica das 
enzimas que seguem a cinética de Michaelis-Menten, conforme 
discutido anteriormente. (Nota: o conceito de cooperatividade da 
ligação do substrato é análogo à ligação do oxigênio à hemoglobi- 
na [ver pág. 29)). 


2. Efetores heterotrópicos. O efetor pode ser diferente do subs- 
trato, caso em que o efeito é dito heterotrópico. Por exemplo, 
considere a inibição por retroalimentação mostrada na Figura 
5.17. A enzima que converte D em E tem um sítio alostérico, ao 
qual se liga o produto final G. Se a concentração de G aumenta 
(p. ex., se ele não é utilizado tão rapidamente como é sintetizado), 
a primeira etapa irreversível exclusiva da via é geralmente inibida. 
A inibição por retroalimentação fornece à célula quantidades ade- 
quadas de um produto de que ela necessita, por meio da regula- 
ção do fluxo de moléculas de substrato na via que leva à síntese 
desse produto. Efetores heterotrópicos são bastante comuns. 
Por exemplo, uma enzima da via glicolítica, a fosfofrutocinase-1, 
é alostericamente inibida por citrato, que não é substrato da enzi- 
ma (ver pág. 99). 


Modificação covalente 


Muitas enzimas podem ser reguladas por modificação covalente, mais 
frequentemente pela adição ou pela remoção de grupos fosfato de resí- 
duos específicos de serina, treonina ou tirosina na enzima. A fosforilação 
de proteínas é reconhecida como uma das principais formas pelas quais 
os processos celulares são regulados. 


1. Fosforilação e desfosforilação. As reações de fosforilação são 
catalisadas por uma família de enzimas denominadas proteína-ci- 
nases, as quais utilizam ATP como doador de fosfato. Os grupos 
fosfato são clivados a partir das enzimas fosforiladas pela ação das 
fosfoproteina-fosfatases (Fig. 5.18). 


2. Respostas enzimáticas à fosforilação. Dependendo da enzima 
considerada, a forma fosforilada pode ser mais ou menos ativa do 
que a forma não fosforilada. Por exemplo, a fosforilação induzida 
por sinais hormonais da glicogênio-fosforilase (enzima que degrada 
o glicogênio) aumenta sua atividade, enquanto a fosforilação da en- 
zima glicogênio-sintase (enzima que sintetiza o glicogênio) diminui 
sua atividade (ver pág. 132). 


Síntese de enzimas 


Os mecanismos reguladores descritos acima modificam a atividade das 
moléculas enzimáticas preexistentes. Entretanto, as células também 
podem regular a quantidade de enzima presente pela alteração da ve- 
locidade de degradação das moléculas enzimáticas ou, mais frequente- 
mente, por meio da alteração da velocidade da síntese de enzimas. O 
aumento (indução) ou a diminuição (repressão) de síntese de enzimas 
leva a uma alteração na população total de sítios ativos. As enzimas 
sujeitas à regulação de síntese são frequentemente aquelas necessárias 








Figura 5.17 
Inibição de uma via metabólica 
por retroalimentação. 





Figura 5.18 

Modificação covalente por adição e 
remoção de grupos fosfato. (Nota: 
HPO,” pode ser representado como 
P, e PO,” como 8.) ADP = difosfato 
de adenosina. 
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EVENTO REGULADOR EFETOR TÍPICO RESULTADOS TEMPO NECESSÁRIO PARA A ALTERAÇÃO 
Disponibilidade de substrato Substrato Altera velocidade (V,) Imediato 
Inibição do produto Produto da reação Altera Vrs e/ouK,, Imediato 
Controle alostérico Produto final da via Altera Vms, e/ou Kgs Imediato 
Modificação covalente Outra enzima Altera Vms e/ou Km Imediato a minutos 
Síntese ou degradação Hormônio ou Altera a quantidade da Horas a dias 
da enzima metabólito enzima 
Figura 5.19 


Mecanismos de regulação da atividade enzimática. (Nota: a inibição de uma via pelo produto final também é 
denominada inibição por retroalimentação.) 


em um único estágio do desenvolvimento ou em condições fisiológicas 
especiais. Por exemplo, níveis elevados de insulina, resultantes de altos 
níveis de glicose no sangue, levam a um aumento na síntese de enzi- 
mas-chave do metabolismo da glicose (ver pág. 105). Em contrapartida, 
as enzimas continuamente utilizadas em geral não têm sua velocidade 
de síntese regulada. Alterações dos níveis enzimáticos, resultantes da 
indução ou da repressão da síntese proteica, são lentas (de horas a dias) 
se comparadas com alterações da atividade enzimática regulada aloste- 
ricamente ou covalentemente, que ocorrem em segundos a minutos. A 
Figura 5.19 resume os mecanismos mais comuns de regulação da ativi- 
dade enzimática. 


IX. ENZIMAS NO DIAGNÓSTICO CLÍNICO 





As enzimas plasmáticas podem ser classificadas em dois grupos principais. 
Primeiro, um grupo relativamente pequeno de enzimas é secretado de modo 
ativo no sangue por certos tipos celulares. Por exemplo, o fígado secreta 
os zimogênios (precursores inativos) de enzimas envolvidas na coagulação 
sanguínea. Segundo, um grande número de enzimas é liberado das células 
durante a renovação celular normal. Essas enzimas quase sempre atuam no 
espaço intracelular e não têm função fisiológica no plasma. Em indivíduos 
saudáveis, o nível dessas enzimas é razoavelmente constante e representa 
um estado estacionário em que a velocidade de liberação de tais moléculas 
no plasma pelas células danificadas é equilibrada por uma igual velocida- 
de de sua remoção do plasma. O aumento na atividade dessas enzimas no 
plasma pode indicar lesão tecidual (Fig. 5.20). 




















CAPILAR 3 
Aumento do nível plasmático 
de enzimas intracelulares 
devido à lesão celular. 
© 
© 
B Renovação celular normal B Necrose (morte) celular como resultado de doença ou trauma 
Figura 5.20 


Liberação de enzimas a partir de células normais (A) e de células doentes ou expostas a um trauma (B). 
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exames de laboratório para atividades enzimáticas utilizam o soro, que é 
obtido pela centrifugação do sangue total após sua coagulação. O plasma 


Plasma é a fração fluida, não celular, do sangue. Com mais frequência, os 
é um líquido fisiológico, ao passo que o soro é preparado no laboratório.” 





A. Níveis plasmáticos de enzimas em estados patológicos 


Muitas doenças que causam lesão tecidual resultam no aumento da libe- 
ração das enzimas intracelulares no plasma. As atividades de muitas des- 
sas enzimas são rotineiramente determinadas para fins de diagnóstico em 
doenças do coração, do fígado, do músculo esquelético e de outros teci- 
dos. O nível de atividade enzimática específica no plasma frequentemente 
está relacionado com a extensão da lesão tecidual. Assim, a determinação 
do grau de aumento da atividade de uma determinada enzima no plasma 
frequentemente é útil para a avaliação do prognóstico para o paciente. 


B. Enzimas plasmáticas como ferramentas diagnósticas 


Algumas enzimas apresentam atividade relativamente alta em apenas 
um ou em poucos tecidos. A presença de aumento da atividade dessas 
enzimas no plasma reflete, portanto, uma lesão do tecido corresponden- 
te. Por exemplo, a enzima alanina-aminotransferase (ALT; ver pág. 251) 
é abundante no fígado. O aparecimento de níveis elevados de ALT no 
plasma sinaliza uma possível lesão do tecido hepático. (Nota: medidas 
de atividade da ALT fazem parte da bateria de testes de função hepáti- 
ca.) O aumento no nível plasmático de enzimas com ampla distribuição 
tecidual fornece uma indicação menos específica sobre o sítio da lesão 
celular e limita seu valor diagnóstico. 


C. Isoenzimas e doenças cardíacas 


As isoenzimas (também chamadas de isozimas) são enzimas que ca- 
talisam a mesma reação. Entretanto, elas não têm necessariamente as 
mesmas propriedades físicas, devido a diferenças geneticamente deter- 
minadas na sequência de seus aminoácidos. Assim, as isoenzimas po- 
dem apresentar diferentes números de aminoácidos com carga elétrica, 
o que permite sua separação utilizando-se eletroforese (que se baseia 
no movimento de partículas carregadas quando sujeitas a um campo 
elétrico) (Fig. 5.21). Diferentes órgãos frequentemente contêm propor- 
ções características de diferentes isoenzimas. O padrão de isoenzimas 
encontrado no plasma pode, desse modo, servir para identificar o sítio 
da lesão tecidual. Por exemplo, os níveis plasmáticos de creatina-cina- 
se (CK, do inglês creatine kinase) são comumente determinados para o 
diagnóstico do infarto do miocárdio. Eles são especialmente úteis quan- 
do o eletrocardiograma (ECG) é de difícil interpretação, como em casos 
com episódios prévios de doença cardíaca. 


1. Estrutura quaternária das isoenzimas. Muitas isoenzimas con- 
têm diferentes subunidades em várias combinações. Por exemplo, 
a CK ocorre na forma de três isoenzimas. Cada isoenzima é um 
dímero, composto por dois polipeptídeos (chamados de subunida- 
des B e M) associados em uma de três combinações: CK1 = BB; 
CK2 = MB; e CK3 = MM. Cada isoenzima CK apresenta uma mobili- 
dade eletroforética característica (ver Fig. 5.21). (Nota: praticamente 
todas as CK no encéfalo apresentam a isoforma BB, enquanto o 


*N. de T. O plasma também pode ser obtido em laboratório quando o sangue é colhi- 
do, utilizando-se um anticoagulante. 





ÂNODO (+) CÁTODO () 


Direção da migração 
e 


a 





As isoenzimas da CK são 
carregadas negativamente 
e migram em direção ao ânodo. 

















Figura 5.21 

Composição das subunidades, 
mobilidade eletroforética e atividade 
enzimática das isoenzimas da 
creatina-cinase (CK). 
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Troponina cardíaca 





Múltiplos do limite 
superior de referência 
-nagg 





j Dias após o infarto 
Infarto 


Figura 5.22 

Aparecimento da isoenzima CK-MB 
(da creatina-cinase) e da troponina 
cardíaca no plasma após um infarto 
do miocárdio. (Nota: pode ser 
medida a troponina T cardíaca ou a 
troponina | cardíaca.) 











músculo esquelético possui a MM. No músculo cardíaco, cerca de 
um terço é MB e o restante é MM.) 


2. Diagnóstico de infarto do miocárdio. A avaliação dos níveis 
plasmáticos de proteínas com especificidade cardíaca (biomarca- 
dores) é utilizada no diagnóstico de infarto do miocárdio. O miocár- 
dio é o único tecido que contém mais de 5% do total da atividade 
da CK como a isoenzima CK2 (MB). O aparecimento dessa isoen- 
zima híbrida no plasma é praticamente específico para o infarto do 
miocárdio. Depois de um infarto agudo do miocárdio, essa isoen- 
zima (CK2) aparece dentro de 4 a 8 horas após o início da dor to- 
rácica, atinge o pico de atividade em aproximadamente 24 horas e 
retorna aos níveis basais após 48 a 72 horas (Fig. 5.22). A troponina 
T (TnT) e a troponina | (Tnl) são proteínas reguladoras, envolvidas 
na contratibilidade do músculo. Isoformas específicas do músculo 
cardíaco (Tn-c) são liberadas no plasma em resposta à lesão car- 
díaca. Elas são altamente sensíveis e específicas como marcado- 
ras de lesão ao tecido cardíaco. As troponinas cardíacas aparecem 
no plasma dentro de 4 a 6 horas após o infarto do miocárdio, com 
pico de atividade plasmática entre 24 e 36 horas, permanecendo 
elevadas durante 3 a 10 dias. Elevação de troponinas específicas 
para o músculo cardíaco, juntamente com as observações clínicas 
e alterações características no ECG, são atualmente consideradas 
o “padrão ouro” no diagnóstico de um infarto do miocárdio. 








~ 
X. RESUMO DO CAPÍTULO 





Enzimas são proteínas catalisadoras que aumentam a velocidade de uma rea- 
ção quimica por diminuir a energia do estado de transição (Fig. 5.23). As enzimas 
não são consumidas durante a reação que catalisam. As moléculas das enzimas 
contêm uma fenda especial chamada de sítio ativo, que contém cadeias laterais 
de aminoácidos que participam na ligação do substrato e na catálise. O sítio ativo 
liga o substrato, formando um complexo enzima-substrato (ES). Acredita-se que 
essa ligação cause uma mudança conformacional na enzima (encaixe induzido), 
que permite a catálise. O complexo ES é convertido em enzima e produto. Uma 
enzima permite que a reação proceda rapidamente nas condições existentes den- 
tro da célula, por facilitar uma via alternativa de reação com menor energia de 
ativação (E,). A enzima não altera a energia livre dos reagentes e dos produtos 
e, assim, não altera o equilíbrio da reação. A maioria das enzimas apresenta a 
cinética de Michaelis-Menten. Um gráfico relacionando a velocidade inicial da 
reação (v,) com a concentração de substrato ([S]) tem um formato hiperbólico, 
semelhante à curva de dissociação do oxigênio da mioglobina. Um gráfico de 
Lineweaver-Burk, relacionando 1/v e 1/[S], permite a determinação de Vmax (ve- 
locidade máxima) e K, (constante de Michaelis, que reflete a afinidade pelo subs- 
trato). Qualquer substância que possa diminuir a velocidade das reações catalisa- 
das por enzimas é chamada de inibidor. Os dois tipos mais comuns de inibição 
reversível são a competitiva (que aumenta o K,, aparente) e a não competitiva 
(na qual a Voa, aparente é diminuída). Em contrapartida, as enzimas alostéri- 
cas, com múltiplas subunidades, mostram uma curva sigmoidal, com aspecto 
semelhante à curva de dissociação do oxigênio da hemoglobina. Essas enzimas 
geralmente catalisam o passo comprometido de uma via. As enzimas alostéri- 
cas são reguladas por moléculas chamadas de efetores (ou moduladores), que se 
ligam de forma não covalente a outro sítio, que não o sítio ativo. Efetores podem 
ser positivos (aumentam a atividade da enzima) ou negativos (diminuem a ativi- 
dade enzimática). Um efetor alostérico pode alterar a afinidade da enzima por seu 
substrato (K,.), a atividade máxima catalítica para aquela enzima (Vna), ou ambos. 
As enzimas podem, também, ser reguladas por modificação covalente e por mu- 
danças na velocidade de sua síntese ou degradação. Na medicina, as enzimas 
possuem também valor diagnóstico e terapêutico. 
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Enzimas Catálise | Velocidade das reações enzimáticas 
são é estudada usando geralmente é influenciada por 
Proteínas catalisadoras Modelos de reação e Concentração da enzima 
q « Tem] tura 
m por exemplo: perai 
GUR onan E+S>ES—> E+P + Coenzimas e cofatores 
Sítio(s) ativo(s) que leva a e pH 
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que é/são uma fenda na 
superfície da enzima, 
complementar à 
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Como variações no [S] 
Y afetam v, 
Estabilização do por exemplo, para Michaelis-Menten: —>] Não competitivos 
estado de transição A curva do [S] versus v, 
= éhiperbólica ° Er e 
ue leva à 
il K, não é alterado; 
V máx aparente diminui 
a qual prediz que 
Vi cr 7 
que leva ao Quando o [S] é muito F 
maior que 0 Kw s 
Y a velocidade da reação ' 
Aumenods é independente do [S] 9 5 
velocidade S—> P EA oquo é A 
Não altera Enzimas alostéricas 
o equilíbrio l 
da reação Ordem zero Ed 
i + São compostas por múltiplas 
Des subunidades 
+ Catalisam a etapa pela qual são 
responsáveis 
Va + Ligam o substrato 
cooperativamente 
* Apresentam uma curva 
sigmoidal quando se constrói 
Quando [Sl= Kw um gráfico de v, versus [S] 
então v, = '/V mix 
* Ligam-se a efetores alostéricos 
Quando o [S] é muito 
menor que Km, a velocidade T 
da reação é proporcional levando à 
Y 
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Figura 5.23 


Mapa de conceitos-chaves para enzimas. S = substrato; [S] = 
V, = velocidade inicial; Vnax = Velocidade máxima; K,, = constante de Michaelis; K, 5 


que dá metade da velocidade máxima. 


concentração de substrato; P = produto; E = enzima; 





concentração de substrato 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


5.1 No caso de envenenamento por etilenoglicol e sua aci- 
dose metabólica característica, o tratamento envolve a 
correção da acidose, a remoção de todo o etilenoglicol 
remanescente e a administração de um inibidor da álco- 
ol-desidrogenase (ADH), a enzima que oxida o etilenogli- 
col produzindo os ácidos orgânicos que causam acidose. 
O etanol (álcool de cereais) frequentemente é o inibidor 
utilizado no tratamento do envenenamento por etilenogli- 
col. Resultados de experimentos com ADH, na presença 
ou na ausência de etanol, são mostrados à direita. Com 
base nesses dados, que tipo de inibição é causada pelo 
etanol? 

A. Competitiva. 

B. Por retroalimentação. 
C. Irreversível. 

D. Não competitiva. 

5.2 A álcool-desidrogenase (ADH) requer nicotinamida-ade- 
nina-dinucleotídeo oxidado (NAD*) para sua atividade 
catalítica. Na reação catalisada pela ADH, um álcool é 
oxidado a um aldeído, e o NAD” é reduzido a NADH e 
dissociado da enzima. O NAD' funciona como um(a): 

A. apoenzima. 

B. coenzima-cossubstrato. 
C. coenzima-grupo prostético. 
D. cofator. 

E. efetor heterotrópico. 


Para as questões 5.3 e 5.4, utilize o gráfico abaixo, que mostra 
as mudanças na energia livre quando um reagente é convertido 
em produto na presença e na ausência de uma enzima. Selecio- 
ne a letra que melhor representa: 


5.3 A energia de ativação da reação catalisada no sentido 
direto. 


5.4 A variação da energia livre da reação. 









Energia livre (G) 


(reagentes) 


Estado final 
(produtos) 


Progresso da reação — 














Concentração Velocidade Concentração Velocidade 























de substrato da reação de substrato da reação 
com etanol (mol/L/s) sem etanol (mol/L/s) 
5mM sid 107 5mM 8,0 x 107 

10 mM 50x107 |  10mM 1,2 x 108 
20 mM 10x10º |  20mM 1,8 x 10° 
40 mM 1,6x10° | 40mM 1,9 x 10° 
80 mM 20x10º |  80mM 2,0 x 10° 








Resposta correta = A. Um inibidor competitivo aumenta o K„ apa- 
rente para um determinado substrato. Isso significa que, na presen- 
ça de um inibidor competitivo, maior concentração de substrato é 
necessária para alcançar metade da Vma. O efeito de um inibidor 
competitivo é revertido aumentando-se a concentração de substrato 
([S). Em uma [S] suficientemente alta, a velocidade da reação alcan- 
ça a V må observada na ausência do inibidor. 


Resposta correta = B. Coenzimas-cossubstratos são pequenas mo- 
léculas orgânicas que se associam transitoriamente com a enzima 
em uma forma modificada. Coenzimas-grupos prostéticos são pe- 
quenas moléculas orgânicas que se associam permanentemente à 
molécula da enzima e retornam ao seu estado original na própria 
molécula enzimática. Cofatores são íons metálicos. Efetores hetero- 
trópicos não são substratos. 


Respostas corretas = B; D. Enzimas (proteínas que atuam como ca- 
talisadores) fornecem uma via alternativa para a reação, com menor 
energia de ativação. Contudo, elas não modificam a energia livre dos 
reagentes e produtos. A é a energia de ativação da reação não ca- 
talisada. C é a energia de ativação da reação catalisada no sentido 
reverso. 





UNIDADE Il 


Bioenergética e metabolismo dos carboidratos 





Bioenergética e 
fosforilação oxidativa 


I. VISÃO GERAL 





A bioenergética descreve a transferência e a utilização da energia nos siste- 
mas biológicos. Ela preocupa-se apenas com os estados energéticos inicial 
e final dos componentes da reação, e não com o mecanismo da alteração 
química nem com o tempo necessário para que ela ocorra. A bioenergética 
utiliza algumas ideias básicas da termodinâmica, em especial o conceito de 
energia livre. Mudanças na energia livre fornecem uma medida da possibili- 
dade, em termos energéticos, de que uma reação química ocorra e permi- 
tem, portanto, prever se uma reação ou um processo pode acontecer. Em 
suma, a bioenergética prediz se um processo é possível, enquanto a cinética 
avalia quão rapidamente a reação acontece (ver pág. 54). 


ll. ENERGIA LIVRE 





O sentido de uma reação química e a extensão em que ela ocorre são de- 
terminados pelo grau em que dois fatores são alterados durante a reação. 
Esses são a entalpia (AH, uma medida da mudança [A] no conteúdo de calor 
dos reagentes e produtos) e a entropia (AS, uma medida da desorganização 
ou desordem dos reagentes e produtos), como mostrado na Figura 6.1. Ne- 
nhuma dessas grandezas termodinâmicas é, por si só, suficiente para deter- 
minar se uma reação química ocorrerá espontaneamente no sentido em que 
é escrita. Entretanto, quando combinadas matematicamente (ver Fig. 6.1), 
a entalpia e a entropia podem ser utilizadas para definir uma terceira gran- 
deza, a energia livre (G), que prediz o sentido em que uma reação ocorrerá 
espontaneamente. 













AG: VARIAÇÃO NA ENERGIA LIVRE 
* Energia disponível para realizar trabalho. 


* Aproxima-se de zero, à medida que as 
reações se aproximam do equilíbrio. 


* Prediz se uma reação é favorável. 







| | AH: VARIAÇÃO NA ENTALPIA 
* Calor liberado ou absorvido 
durante uma reação. 


+ Não prediz se uma reação é 






AS: VARIAÇÃO NA ENTROPIA 
* Medida da desorganização. 


* Não prediz se uma reação é 
favorável. 












Figura 6.1 

Relação entre as variações na 
energia livre (G), na entalpia (H) e 
na entropia (S). T é a temperatura 
absoluta em Kelvin (K), em que 
K=ºC+278. 
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Figura 6.2 

Variação na energia livre (AG) 
durante uma reação. A. O produto 
apresenta menor energia livre (G) que 
o reagente. B. O produto apresenta 
maior energia livre que o reagente. 


Ill. VARIAÇÕES NA ENERGIA LIVRE 





A variação na energia livre pode ser representada de duas formas, AG e AG”. 
A primeira, AG (sem o sobrescrito “0”), prediz a variação na energia livre e, 
assim, o sentido de uma reação em qualquer concentração especificada dos 
produtos e dos reagentes. Assim sendo, AG é uma variável. Por outro lado, a 
variação na energia livre padrão, AG" (com o sobrescrito “0”), é a variação na 
energia livre quando reagentes e produtos estão em concentração igual a 1 
mol/L. (Nota: a concentração de prótons [H'] é considerada, neste texto, 107 
mol/L, ou seja, pH = 7. Assim, os valores corrigidos para pH 7 são mostra- 
dos por um linha (7), por exemplo, AG”.) Embora AG”, que é uma constante, 
represente variações de energia nessas concentrações não fisiológicas de 
reagentes e produtos, ainda assim é útil para a comparação de variações 
de energia em diferentes reações. Além disso, AGº pode ser determinado 
facilmente a partir de medidas da constante de equilíbrio (ver pág. 71). (Nota: 
esta seção resume os usos de AG; AG" será descrito abaixo, no item D.) 


A. AG eo sentido da reação 


O sinal de AG pode ser utilizado para predizer o sentido de uma reação 
em condições de pressão e temperatura constantes. Considere a reação: 


AZB 


1. AG negativo. Se AG é um valor negativo, há uma perda líquida 
de energia, e a reação anda espontaneamente no sentido em que 
está escrita, ou seja, A é convertido em B, como mostrado na Figura 
6.2A. A reação é dita exergônica. 


2. AG positivo. Se AG é um valor positivo, há ganho líquido de ener- 
gia, e a reação não ocorre espontaneamente de B para A (como 
indicado na Fig. 6.2B). Alguma energia deve ser adicionada ao sis- 
tema para que a reação ande de B para A. A reação é dita endergô- 
nica. 


3. AGigualazero. Se AG=0, reagentes e produtos estão em equili- 
brio. (Nota: quando uma reação ocorre espontaneamente — ou seja, 
AG é negativo -, então a reação continua até que AG atinja o zero e 
o equilíbrio seja estabelecido.) 


B. AG de reações no sentido direto e inverso 


A energia livre de uma reação (A — B) no sentido direto (aquele em que 
está escrita) é de igual magnitude, mas de sinal oposto àquela da reação 
no sentido inverso (B — A). Por exemplo, se o AG da reação no sentido 
direto é -5 kcal/mol, então o AG da reação no sentido inverso é +5 kcal/ 
mol. (Nota: o AG também pode ser expresso em quilojoules por mol ou 
kJ/mol [1 kcal = 4,2 kJ].) 


C. AGe concentrações de reagentes e produtos 


O AG da reação A — B depende da concentração do reagente e do pro- 
duto. Sob temperatura e pressão constantes, a seguinte relação pode 
ser deduzida: 


[B] 


AG = AG? + RT In += 
[A] 
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AG? é a variação de energia livre padrão (veja item D, a seguir); 
R é a constante dos gases (1,987 cal/mol- K); 

T é a temperatura absoluta (°K); 

[A] e [B] são as concentrações reais de reagentes e produtos; 
In representa logaritmo natural. 


em que 


Uma reação com AG” positivo pode ocorrer no sentido direto se a razão 
entre produtos e reagentes ([B]/[A]) for suficientemente pequena (i.e., se 
a razão de reagentes para produtos for muito grande), de modo a tornar 
AG final negativo. Por exemplo, considere a reação: 


Glicose-6-fosfato = frutose-6-fosfato 


A Figura 6.3A mostra as condições de reação em que a concentração 
do reagente, a glicose-6-fosfato, é alta, quando comparada com a con- 
centração do produto, a frutose-6-fosfato. Isso significa que a razão en- 
tre produto e reagente é pequena e, portanto, RT In ([frutose-6-fosfato]/ 
[glicose-6-fosfato]) é um valor alto e negativo, resultando em AG nega- 
tivo, apesar de AG? ser positivo. Desse modo, a reação pode andar no 
sentido direto. 


. Variação de energia livre padrão 


A variação de energia livre padrão, AG”, é assim denominada pois é igual 
à variação de energia livre, AG, em condições padrão, ou seja, quando 
reagentes e produtos estão em concentrações de 1 mol/L (Fig. 6.3B). 
Nessas condições, o logaritmo natural (In) da razão entre produtos e 
reagentes é zero (In 1 = 0). Desse modo, a equação apresentada ante- 
riormente torna-se: 


AG=AG"+0 


1. AQ? e a reação direta. Sob condições padrão, AG? pode ser uti- 
lizado para predizer o sentido em que uma reação anda, pois, nes- 
sas condições, AG? é igual a AG. Porém, AG? não pode predizer o 
sentido de uma reação em condições fisiológicas, pois é um valor 
composto apenas por constantes (R, T e K, [ver item 2, abaixo)) e, 
portanto, não é alterado por mudanças nas concentrações de subs- 
tratos e produtos. 


2. Relação entre AG’ e Ka Em uma reação A 2 B, um ponto de 
equilíbrio é alcançado, em que as alterações químicas não ocorrem 
mais de forma efetiva, ou seja, quando A é convertido em B na mes- 
ma velocidade com que B é convertido em A. Nesse ponto, a razão 
de [B] para [A] é constante, independentemente das concentrações 
reais dos dois compostos: 


[Bleg 
[Alea 


em que K, é a constante de equilíbrio e [Al e [Bl., são as con- 
centrações de A e B no equilíbrio. Se a reação A = B chega ao 
equilíbrio, em condições de temperatura e pressão constantes, a 
variação de energia livre final (AG) no equilíbrio é zero (Fig. 6.30). 
Portanto, 


Keg = 


[Bleg 


AG=0=AGº+RTIn 
äi [Ales 








A Condições de não equilíbrio 


®©=0,9 mol/L © = 0,09 mol/L 





Glicose-6-P Frutose-6-P 


B Condições padrão 


®=1mo/L ©®=1 mol/L 





C Condições de equilíbrio 
(A)= 0,66 mol/L ©= 0,33 mol/L 


ADA AA) TA) 
PA PAS, JS 


a 0 kcal/mol 





[Frutose-6-fosfato] 
Keg= [Glicose-6-fosfato) 











Figura 6.3 

A variação de energia livre (AG) 

de uma reação depende da 
concentração do reagente (A) e do 
produto 62. Para a conversão de 
glicose-6-fosfato em frutose-6- 
-fosfato, o AG é negativo quando a 
razão entre o reagente (A) e o produto 
E for alta (parte superior da figura, 
painel A); é positivo em condições 
padrão (painel B, no meio da figura); 
e é zero no equilíbrio (parte inferior 
da figura, painel C). AG’ = variação 
da energia livre padrão. 
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A] Processo favorável (AG é negativo) 


od 
dt 


B Processo não favorável (AG é positivo) 


x 


Acoplamento de um processo favorável 

(-4G) com um processo não favorável 
(+AG) para produzir um AG resultante 
negativo 





> 


-AG 


dd ff 


+ 











Figura 6.4 

Modelo mecânico de acoplamento 
de processos favoráveis e não 
favoráveis. A. Uma engrenagem 

à qual foi adicionado um peso 
volta-se espontaneamente na 
direção que leva ao estado de menor 
energia. B. O movimento reverso 

é energeticamente desfavorável 
(não espontâneo). C. O movimento 
energeticamente favorável pode 
impulsionar aquele desfavorável. 
AG = variação na energia livre. 


em que as concentrações reais de A e B são iguais às concentra- 
ções de reagentes e produtos no equilíbrio (AJ. e [Bl.q), e sua razão, 
como mostrado anteriormente, é igual a K Assim, 





Essa equação nos permite algumas predições simples: 
Se K, = 1, então AG? = 0 A = B 
Se K> 1, então AG? < 0 SB 
Se K < 1, então AG? > 0 A <= B 


3. AQ? para duas reações consecutivas. AGºs são aditivos em 
qualquer sequência de reações consecutivas, como o são as varia- 
ções de energia livre (AG). Por exemplo: 





Glicose + ATP > glicose-6-fosfato + ADP AG? = —4.000 cal/mol 
Glicose-6-fosfato > glicose-6-fosfato AGº = +400 cal/mol 
Glicose + ATP > glicose-6-fosfato + ADP AG? = -3.600 cal/mol 


4. AGsem umavia. Essa propriedade aditiva da variação de energia 
livre é muito importante em vias bioquímicas nas quais os substra- 
tos (reagentes) devem fluir em determinado sentido (p. ex., A > B 
5 C —> D > ...). Desde que a soma de AGs das reações individuais 
seja negativa, a via, potencialmente, pode ocorrer como está escri- 
ta, mesmo que algumas reações individuais componentes dessa via 
tenham AG maior que zero. A velocidade real das reações depende, 
logicamente, da diminuição das energias de ativação (E,) pelas en- 
zimas que catalisam essas reações (ver pág. 55). 


IV. ATP: UM CARREADOR DE ENERGIA 





Reações ou processos que apresentam AG muito maior que zero, como, 
por exemplo, íons movendo-se contra um gradiente de concentração atra- 
vés de uma membrana celular, podem ocorrer pelo acoplamento do movi- 
mento endergônico dos íons com um segundo processo espontâneo que 
apresente AG bastante negativo, como a hidrólise exergônica de ATP (ver 
pág. 87). (Nota: na ausência de enzimas, o ATP é uma molécula estável, 
pois sua hidrólise apresenta uma alta E,.) A Figura 6.4 mostra um modelo 
mecânico de acoplamento energético. O exemplo mais simples de acopla- 
mento energético em reações biológicas ocorre quando as reações que 
requerem energia e as reações que produzem energia compartilham um 
intermediário comum. 


A. Intermediários comuns 


Duas reações químicas possuem um intermediário comum quando ocor- 
rem sequencialmente, de modo que o produto da primeira reação seja 
substrato da segunda reação. Por exemplo, dadas as reações 


A+B5C+D 


D+X5Y+Z 


D é o intermediário comum e pode servir como carreador de energia 
química entre as duas reações. (Nota: o intermediário pode estar ligado 
a uma enzima.) Muitas reações acopladas utilizam ATP para gerar um 
intermediário comum. Essas reações podem envolver a transferência de 
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um grupo fosfato do ATP para outra molécula. Outras reações levam à 
síntese de ATP pela transferência de fosfato de um intermediário rico em 
energia para o difosfato de adenosina (ADP, do inglês adenosine diphos- 
phate). 


B. ATP como carreador de energia 


O ATP consiste em uma molécula de adenosina (adenina + ribose) à qual 
estão ligados três grupos fosfato (Fig. 6.5). A remoção de um fosfato 
produz ADP, e a remoção de dois fosfatos produz monofosfato de ade- 
nosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate). A AG? para a hidró- 
lise do ATP é aproximadamente -7,3 kcal/mol para cada um dos dois 
grupos fosfato terminais. Devido a esse AG” bastante negativo para sua 
hidrólise, o ATP é denominado um composto fosfatado de alta energia. 
(Nota: nucleotídeos da adenina podem ser interconvertidos [2 ADP = 
ATP + AMP] pela adenilato-cinase.) 


V. A CADEIA TRANSPORTADORA DE ELÉTRONS 





Moléculas ricas em energia, como a glicose, são metabolizadas por uma 
série de reações de oxidação, levando, por fim, à produção de dióxido de 
carbono e água (H,0), como mostrado na Figura 6.6. Os intermediários me- 
tabólicos dessas reações doam elétrons a coenzimas específicas — nicotina- 
mida-adenina-dinucleotídeo (NAD*) e flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD) —, 
formando as coenzimas reduzidas ricas em energia, NADH e FADH,. Cada 
uma dessas coenzimas reduzidas, por sua vez, pode doar um par de elétrons 
a um grupo especializado de carreadores de elétrons, coletivamente deno- 
minados cadeia transportadora de elétrons (CTE), descrita nesta seção. À 
medida que os elétrons fluem por meio da cadeia transportadora de elétrons, 
eles perdem muito de sua energia livre. Essa energia é utilizada para mover 
H* através da membrana mitocondrial interna, criando um gradiente de H* 
que possibilita a síntese de ATP a partir de ADP e fosfato inorgânico (P), 
como descrito na página 77. O acoplamento entre a liberação de energia na 
cadeia transportadora de elétrons e a síntese de ATP é chamado fosforilação 
oxidativa. Esse processo funciona continuamente em todos os tecidos que 
contêm mitocôndrias. (Nota: a parte da energia livre liberada durante o trans- 
porte de elétrons e que não é captada para a síntese de ATP é utilizada para 
impulsionar outras reações, como o transporte de íons cálcio para dentro da 
mitocôndria e a produção de calor.) 


A. A cadeia transportadora de elétrons (CTE) mitocondrial 


A CTE (com exceção do citocromo c; ver pág. 75) está presente na 
membrana mitocondrial interna e é a via final comum pela qual os elé- 
trons provenientes de diversos combustíveis do organismo fluem até o 
oxigênio (O,), reduzindo-o a H,O (ver Fig. 6.6). 


1. Membranas mitocondriais. A mitocôndria contém uma membra- 
na interna e uma externa, separadas pelo espaço intermembranas. 
Embora a membrana externa contenha canais especiais (formados 
pela proteína porina), que a tornam livremente permeável para a 
maioria dos íons e das moléculas pequenas, a membrana mitocon- 
drial interna, por sua vez, é uma estrutura especializada impermeá- 
vel à maioria dos íons pequenos (incluindo H*) e a moléculas peque- 
nas, como ATP, ADP, piruvato e outros metabólitos importantes para 
a função mitocondrial (Fig. 6.7). Mover íons ou moléculas através 
dessa membrana requer carreadores ou sistemas de transporte es- 
pecializados. A membrana mitocondrial interna é excepcionalmen- 
te rica em proteínas, e mais de metade delas estão envolvidas de 





Ligações fosfato 
de alta energia 








Figura 6.5 
Trifosfato de adenosina (ATP, do 
inglês adenosine triphosphate). 


Metabolis: 


Carboidratos 
Ácidos graxos 
Aminoácidos 


NAD* 

FAD 
NADH + H* 
FADH, 


CO, + H0 





o, 
ADP + P; | NADH + H* 
FADH; 


NAD* 
ATP | FAD 








Fosforilação oxidativa 


| 


Figura 6.6 

A degradação metabólica de 
moléculas levando à liberação de 
energia. NAD(H) = nicotinamida- 
adenina-dinucleotídeo; FAD(H,) = 
flavina-adenina-dinucleotídeo; 

ADP = difosfato de adenosina; 

P, = fosfato inorgânico; CO, = dióxido 
de carbono. 
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MEMBRANA INTERNA 
Impermeável à 
maioria dos íons 
pequenos e a 
moléculas grandes 

e pequenas. 


Complexo capaz de sintetizar 
trifosfato de adenosina (ATP). 





MATRIZ 
* Enzimas do ciclo do ácido cítrico. 


* Enzimas da oxidação dos 
ácidos graxos. 


+ DNAmt, RNAmt. 
* Ribossomos mitocondriais. 

















Figura 6.7 

Estrutura de uma mitocôndria, 
mostrando uma representação 
esquemática da cadeia 
transportadora de elétrons e do 
complexo que sintetiza o ATP na 
membrana interna da mitocôndria. 
(Nota: ao contrário da membrana 
interna, a membrana externa é 
altamente permeável e o meio no 
espaço intermembranas é semelhante 
àquele do citosol.) mt = mitocondrial; 
RNA = ácido ribonucleico; 

ADP = difosfato de adenosina. 


modo direto no transporte de elétrons e na fosforilação oxidativa. 
Ela também contém convoluções, chamadas de cristas, que au- 
mentam enormemente sua superfície. 


2. Matriz mitocondrial. A solução semelhante a um gel da matriz 
(parte interna) mitocondrial é também rica em proteínas. Essas 
incluem as enzimas responsáveis pela oxidação do piruvato, dos 
aminoácidos, dos ácidos graxos (por p-oxidação) e aquelas do ciclo 
do ácido cítrico. As sínteses da glicose, da ureia e do heme ocorrem 
parcialmente na matriz mitocondrial. Além disso, a matriz contém 
NAD+ e FAD (as formas oxidadas das duas coenzimas necessárias 
como aceptoras de elétrons) e ADP e P, que são utilizados para 
produzir ATP. (Nota: a matriz também contém ácido desoxirribonu- 
cleico mitocondrial [DNAmt], ácido ribonucleico mitocondrial [RNA- 
mt] e ribossomos.) 


Organização 


A membrana mitocondrial interna contém quatro complexos proteicos 
separados, denominados Complexos |, Il, III e IV, que constituem parte 
da CTE (Fig. 6.8). Esses complexos aceitam ou doam elétrons, que são 
trocados com carreadores de elétrons relativamente móveis, a coenzima 
Q (CoQ) e o citocromo c. Cada carreador, na CTE, pode receber elétrons 
de um doador e, posteriormente, doá-los para o próximo aceptor na ca- 
deia. Os elétrons combinam-se, no final, com O, e com H+, formando 
água. Essa necessidade de O, dá ao processo de transporte de elétrons 
a denominação de cadeia respiratória, responsável pela maior parte da 
utilização de O, no organismo. 


C. Reações 


Com a exceção da CoQ, que é uma quinona lipossolúvel, todos os mem- 
bros da CTE são proteínas. Eles podem funcionar como enzimas, como 
é o caso de desidrogenases contendo flavina; podem conter ferro como 
parte de um centro ferro-enxofre (Fe-S), ou como parte do grupo pros- 
tético porfirina do heme, como ocorre com os citocromos; ou podem 
conter cobre (Cu), como no complexo citocromo a + a,. 


1. Formação do NADH. O NAD+ é reduzido a NADH por desidroge- 
nases que removem dois átomos de hidrogênio de seus substratos. 
(Nota: para exemplos dessas reações, veja a discussão sobre as 
desidrogenases do ciclo do ácido cítrico; pág. 112.) Ambos os elé- 
trons, mas apenas um próton (i.e., um íon hidreto [:H']), são transfe- 
ridos ao NAD*, formando NADH mais um próton livre, H*. 


2. NADH-desidrogenase. A seguir, um H* livre mais o íon hidreto 
carregado pelo NADH são transferidos para a NADH-desidroge- 
nase, um complexo proteico (Complexo |) embebido na membrana 
mitocondrial interna. O Complexo | possui uma molécula de flavina- 
-mononucleotídeo (FMN) fortemente ligada; FMN é uma coenzima 
estruturalmente relacionada ao FAD (ver Fig. 28.15, pág. 384), que 
aceita os dois átomos de hidrogênio (2 elétrons + 2 H*), tornando- 
-se FMNH,. A NADH-desidrogenase também contém subunidades 
peptídicas com centros Fe-S (Fig. 6.9). No Complexo |, os elétrons 
movem-se do NADH para o FMN e daí para o ferro nos centros Fe-S 
e, então, para a CoQ. Na medida em que os elétrons fluem, eles 
perdem energia. Essa energia é utilizada para bombear quatro H* 
através da membrana mitocondrial interna, da matriz para o espaço 
intermembranas. 
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Membrana mitocondrial interna 





CoQ/CooH, ==> 














Succinato 
Complexo Ill Complexo IV 
Fumarato (Citocromo be,) (Citocromo a + a) H,O 
(Citocromo c oxidase) 
Complexo Il 
Figura 6.8 


Cadeia transportadora de elétrons (CTE). O fluxo de elétrons é mostrado em setas cor de vinho. 
NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; FMN = flavina-mononucleotídeo; FAD = flavina-adenina-dinucleotídeo; 
Fe-S = ferro-enxofre; CoQ = coenzima Q; Cu = cobre. 


3. Succinato-desidrogenase. No Complexo Il, os elétrons da oxi- 
dação do succinato a fumarato, catalisada pela succinato-desidro- 
genase, movem-se da coenzima, FADH,, para uma proteína Fe-S, e 
então para a CoQ. (Nota: como não há grande variação de energia 
nesse processo, não há bombeamento de H* no Complexo II.) 


4. Coenzima Q. A coenzima Q (CoQ) é um derivado de quinona, com 
uma cauda isoprenoide longa e hidrofóbica. Ela é produzida a partir 
de um intermediário da síntese do colesterol (ver pág. 221). (Nota: é 
também denominada ubiquinona, por sua ubiquidade nos sistemas 
biológicos.) A CoQ é um carreador de elétrons móvel e pode acei- 
tar elétrons da NADH-desidrogenase (Complexo |), da succinato- 
-desidrogenase (Complexo Il) e de outras desidrogenases mitocon- 
driais, como a glicerol-3-fosfato-desidrogenase (ver pág. 80) e as Proteína da NADH-desidrogenase 
acil-CoA-desidrogenases (ver pág. 192). A CoQ transfere elétrons 
para o Complexo Ill (citocromo bc,). Assim, uma função da CoQ é 
unir as desidrogenases contendo flavoproteínas aos citocromos. 





5. Citocromos. Os demais membros da CTE são proteínas chamadas 
citocromos. Cada um deles apresenta um grupo heme, constituído 
por um anel porfirina contendo um átomo de ferro. Ao contrário do 
que ocorre com os grupos heme da hemoglobina, o ferro dos citocro- 
mos é convertido reversivelmente de sua forma de íon férrico (Fe**) 
para íon ferroso (Fe?) como uma parte normal de sua função como 
um aceptor e doador de elétrons. Os elétrons são passados ao longo 
da cadeia, do citocromo bc, (Complexo Ill) para o citocromo c, e então 
para os citocromos a + a, ([(Complexo IV]; ver Fig. 6.8). Na medida em 
que os elétrons fluem, quatro H* são bombeados através da membra- 
na mitocondrial interna no Complexo Ill e dois no Complexo IV. (Nota: 
o citocromo c está localizado no espaço intermembranas, associado Figura 6.9 
fracamente com a face externa da membrana interna. Assim como no Centro ferro-enxofre (Fe-S) do 


caso da CoQ, o citocromo c é um carreador móvel de elétrons.) Complexo 1. (Nota: os Complexos Il 
e Ill também contêm centros Fe-S.) 


NADH = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; Cys = cisteína. 











6. Citocromo a + a,. Uma vez que este complexo de citocromos 
(Complexo IV) é o único carreador de elétrons no qual o ferro do nú- 
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O bloqueio da transferênci 
por qualquer um desses 
cessar o fluxo de elétrons do substrato 
até o oxigênio (O,), pois as reações da 
cadeia transportadora de elétrons são 
fortemente acopladas, como engrenagens 
em uma rede. 









































Figura 6.10 

Inibidores de sítios específicos no 
transporte de elétrons, mostrados 
por meio de um modelo mecânico 
para o acoplamento das reações 
de oxidação-redução. (Nota: está 
ilustrado o sentido normal do fluxo 
de elétrons.) NAD” = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; 

FMN = flavina-mononucleotídeo; 


CoQ = coenzima Q; Cito = citocromo; 


CN" = cianeto; CO = monóxido de 


carbono; H,S = sulfeto de hidrogênio; 


NaN, = azida sódica. 


cleo heme tem um sítio de coordenação disponível que pode reagir 
diretamente com o O,, ele também é conhecido como citocromo 
c-oxidase. No Complexo IV, os elétrons transportados, o O, e o Ht 
livres, são reunidos, e o O, é reduzido a H,O (ver Fig. 6.8). (Nota: 
quatro elétrons são necessários para reduzir uma molécula de O, a 
duas moléculas de H,O.) A citocromo c-oxidase contém átomos de 
cobre ligados, necessários para que essa complexa reação ocorra. 
Os elétrons movem-se do Cu, para o citocromo a e dele para o cito- 
cromo a, (em associação com o Cu,) e, daí, para o O,. 


Inibidores de sítios específicos. Inibidores de sítios específicos 
na cadeia transportadora de elétrons têm sido identificados e são 
ilustrados na Figura 6.10. Esses inibidores respiratórios previnem a 
passagem de elétrons, ligando-se a algum componente da cadeia 
e bloqueando a reação de oxidação/redução. Desse modo, todos 
os carreadores de elétrons antes do bloqueio estão completamente 
reduzidos, enquanto aqueles localizados após o bloqueio estão oxi- 
dados. (Nota: a inibição do transporte de elétrons também inibe a 
síntese de ATP, pois esses processos são fortemente acoplados [ver 
pág. 78).) 





O vazamento de elétrons a partir da CTE produz espécies reativas de 
oxigênio (EROS), tais como o radical superóxido (0,”-), o peróxido de 
hidrogênio (H,0,) e o radical hidroxila (OH-). As EROs induzem lesões no 


DNA e em proteínas e causam peroxidação de lipídeos. Enzimas como 
a superóxido-dismutase (SOD), a catalase e a glutationa-peroxidase par- 
ticipam das defesas celulares contra as EROs (ver pág. 148). 








D. Energia livre liberada durante o transporte de elétrons 


A energia livre liberada quando os elétrons fluem ao longo da CTE, de um 
doador de elétrons (agente redutor) para um aceptor de elétrons (agente 
oxidante), é utilizada para bombear H* nos Complexos |, Ill e IV. (Nota: os 
elétrons podem ser transferidos para o NAD* como íons hidreto; como 
átomos de hidrogênio para o FMN, a CoQ e o FAD; ou como elétrons 
para os citocromos.) 


1. 


Pares redox. A oxidação (perda de elétrons) de um composto é 
sempre acompanhada pela redução (ganho de elétrons) de uma se- 
gunda substância. Por exemplo, a Figura 6.11 mostra a oxidação do 
NADH a NAD* catalisada pela NADH-desidrogenase no Complexo 
|, acompanhada pela redução do grupo prostético dessa enzima, 
o FMN, a FMNH,. Tais reações redox podem ser escritas como a 
soma de duas hemirreações separadas, uma de oxidação e outra 
de redução (ver Fig. 6.11). NAD* e NADH formam um par redox, 
assim como FMN e FMNH,. Os pares redox diferem em sua tendên- 
cia de perder elétrons. Essa tendência é característica de cada par 
redox e pode ser expressa quantitativamente por uma constante, E, 
(o potencial de redução padrão), com unidades em volts. 


Potencial de redução padrão. Os potenciais de redução padrão 
(Es) para vários pares redox podem ser listados, desde o mais ne- 
gativo até o mais positivo E,. Quanto mais negativo for o E, de um 
par redox, maior será a tendência da forma redutora desse par em 
perder elétrons. Quanto mais positivo for o E,, maior a tendência da 
forma oxidante daquele par em aceitar elétrons. Desse modo, os 
elétrons fluirão do par com E, mais negativo para aquele par com 


Bioquímica Ilustrada 77 





E, mais positivo. Os valores de E, para alguns membros da cadeia 
de transporte de elétrons são mostrados na Figura 6.12. (Nota: os 
componentes da cadeia estão organizados segundo seus valores 
de E,, que se tornam progressivamente mais positivos.) 


Relação entre AG’ e AE,. O AG” está diretamente relacionado à 
magnitude da variação em E: 


AG? =-nF4E,, 


em que n= número de elétrons transferidos (1 para citocromo a, 2 
para NADH, FADH, e CoQ); 

F = constante de Faraday (23,1 kcal/volt - mol); 

AE, = E, do par aceptor de elétrons menos E, do par doa- 
dor de elétrons; 


AG? = variação de energia livre padrão. 


AG? para o ATP. AG? para a fosforilação do ADP a ATP é 
+7,3 kcal/mol. O transporte de um par de elétrons do NADH para o 
O,, via CTE, produz 52,6 kcal. Portanto, energia mais que suficien- 
te é disponibilizada para produzir 3 ATPs a partir de 3 ADPs e 3 P, 
(3 x 7,3 = 21,9 kcal/mol), às vezes expresso como uma razão P:O 
(ATP produzido por átomo de oxigênio reduzido) de 3:1. As calorias 
restantes são utilizadas em outras reações ou liberadas como calor. 
(Nota: a razão P:O para o FADH, é de 2:1, pois os elétrons não fluem 
pelo Complexo |.) 


VI. FOSFORILAÇÃO DO ADP A ATP 





A transferência de elétrons ao longo da CTE é energeticamente favorecida, 
pois o NADH é um forte doador de elétrons, e o oxigênio molecular é um ávi- 
do aceptor de elétrons. O fluxo de elétrons do NADH para o oxigênio, porém, 
não resulta diretamente na síntese de ATP. 


A. A hipótese quimiosmótica 


A hipótese quimiosmótica (também conhecida como hipótese de 
Mitchell) explica como a energia livre gerada pelo transporte de elétrons 
pela CTE é utilizada para produzir ATP a partir de ADP + P.. 


LS 


2. 


A bomba de prótons. O transporte de elétrons está acoplado à 
fosforilação do ADP pelo “bombeamento” de prótons (H”) através 
da membrana mitocondrial interna. Esses prótons são bombeados 
da matriz para o espaço intermembranas pelos Complexos |, Ill e 
IV. Para cada par de elétrons transferido do NADH para o O,, 10 H+ 
são bombeados. Esse processo cria, por meio da membrana mito- 
condrial interna, um gradiente elétrico (com cargas mais positivas 
no lado externo da membrana do que no lado interno) e um gra- 
diente (químico) de pH (o lado citosólico da membrana está em pH 
mais baixo do que o lado da matriz, como mostrado na Fig. 6.13). 
A energia (força próton-motriz) gerada por esses gradientes é sufi- 
ciente para impulsionar a síntese de ATP. Desse modo, o gradiente 
de H* funciona como o intermediário comum que acopla a oxida- 
ção à fosforilação. 


A ATP-sintase. A ATP-sintase é uma enzima composta por múlti- 
plas subunidades ([Complexo V] Fig. 6.14), que sintetiza ATP usan- 
do a energia do gradiente de H*. É constituída por um complexo 
de proteínas que contém um domínio (F,) que cruza a membrana 
mitocondrial interna e um domínio extramembranoso (F,) que se 





Reação geral de oxidação-redução 


NADH FMN 
+H* 
NAD* FMNH; 


Reações redox componentes 


FMN +26 +2H* 


z 











NAD*+ 2 e” +2H* FMNH, 
Par redox Par redox 
E, = -0,32 volt E, = -0,22 volt 
Figura 6.11 


A oxidação do NADH pelo FMN, 
separada em suas duas hemirreações 
componentes. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; FMN(H,) = flavina- 
-mononucleotídeo; e” = elétron; 

H* = próton; E, = potencial de 
redução padrão. 













Compostos com E, bastante negativo 
(localizados na parte superior da tabela) 
são fortes agentes redutores - ou seja, 
apresentam uma grande tendência de 
perder elétrons. 









NAD'/NADH 
FMN/FMNH, -0,22 
Citocromo c Fe™/Fe™" | +0,22 


1/20,/H,0 







Os compostos na parte inferior da 
tabela são fortes agentes oxidantes 
- ou seja, eles facilmente recebem 

elétrons. 



















Figura 6.12 

Potenciais de redução padrão (E,) de 
algumas reações. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; FMN(H,) = flavina- 
-mononucleotídeo; Fe = ferro. 
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Figura 6.13 
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Ty =| É 


ESSA 


Complexo V 
domínio F, 


Con 


A cadeia transportadora de elétrons é mostrada associada ao bombeamento de prótons (H*). Dez H* são bombeados 
para cada nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NADH) oxidado. (Nota: H* não são bombeados no Complexo II.) 


e = elétron; Complexo V = ATP-sintase. 

















Figura 6.14 

ATP-sintase (F,F,-ATPase). (Nota: 

o anel c dos vertebrados contém 
oito subunidades. Uma rotação 
completa do anel é impulsionada por 
oito H* (prótons) movendo-se por 
meio do domínio F,. As alterações 
conformacionais resultantes nas 
três subunidades B do domínio 

F, permitem a fosforilação de 

três moléculas de difosfato de 
adenosina [ADP, do inglês adenosine 
diphosphate] para produzir ATP.) 

P, = fosfato inorgânico. 


projeta como uma esfera para dentro da matriz mitocondrial (ver 
Fig. 6.13). Conforme propõe a hipótese quimiosmótica, após os H* 
serem transferidos para o lado citosólico da membrana mitocondrial 
interna, eles retornam à matriz mitocondrial, passando por um canal 
de H* no domínio F,. Isso força a rotação do anel c de F,, ao mesmo 
tempo em que os gradientes elétrico e de pH são dissipados. A ro- 
tação de F, causa alterações conformacionais nas três subunidades 
B de F,, permitindo que ADP e P, sejam ligados a este domínio e 
que o ADP fosforilado produza ATP, que será liberado. Uma rotação 
completa do anel c produz três ATP. (Nota: a ATP-sintase também é 
chamada de F,/F,-ATPase, pois a enzima isolada também catalisa a 
hidrólise de ATP em ADP e P,.) 


a. Acoplamento na fosforilação oxidativa. Nas mitocôndrias 
normais, a síntese de ATP está acoplada ao transporte de elé- 
trons por meio do gradiente de H*. O aumento (ou a redução) 
de um desses processos tem o mesmo efeito sobre o outro. 
Por exemplo, a hidrólise de ATP a ADP e P, nas reações que re- 
querem energia aumenta a disponibilidade de substratos para 
a ATP-sintase e, assim, aumenta o fluxo de H* por meio da en- 
zima. O transporte de elétrons e o bombeamento de H* pela 
CTE aumentam, para manter o gradiente de H* e possibilitar a 
síntese de ATP. 


Oligomicina. Esse fármaco se liga ao domínio F, (daí a letra 
“o”) da ATP-sintase, fechando o canal de H* e impedindo o re- 
torno dos prótons à matriz mitocondrial, prevenindo, assim, a 
fosforilação de ADP em ATP. Uma vez que os gradientes de pH 
e elétrico não podem ser dissipados na presença desse inibidor 
da fosforilação, o transporte de elétrons cessa, devido à dificul- 
dade de bombear mais prótons contra gradientes tão grandes. 
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Assim, a respiração celular depende da capacidade de fosfori- 
lar ADP em ATP. Essa dependência, conhecida como controle 
respiratório, é consequência do forte acoplamento entre esses 
processos. 


c. Proteínas desacopladoras. As proteínas desacopladoras 
(UCPs, do inglês uncoupling proteins) são proteínas encontra- 
das na membrana mitocondrial interna de mamíferos, incluindo 
humanos. Essas proteínas formam canais que permitem que os 
prótons retornem à matriz mitocondrial sem que a energia seja 
capturada como ATP (Fig. 6.15). A energia é liberada na forma 
de calor, e o processo é denominado termogênese sem tremor. 
A UCP1, também denominada termogenina, é responsável 
pela produção de calor nos adipócitos marrons, células ricas 
em mitocôndrias, dos mamíferos. (Nota: o frio induz aumento, 
via catecolaminas, da expressão de UCP1.) No tecido adiposo 
marrom (distinto do tecido adiposo branco, que é mais abun- 
dante), ocorre uma resposta ao frio em bebês na qual aproxi- 
madamente 90% da energia produzida na cadeia respiratória 
é utilizada para a termogênese. Assim, a gordura marrom está 
envolvida no gasto de energia, enquanto a gordura branca está 
envolvida no armazenamento de energia. (Nota: recentemente, 
foi demonstrado que depósitos de gordura marrom estão pre- 
sentes em adultos.) 


d. Desacopladores sintéticos. O transporte de elétrons e a fos- 
forilação do ADP podem também ser desacoplados por meio 
de compostos que possibilitam a passagem de H* através da 
membrana mitocondrial interna, dissipando o gradiente de pró- 
tons. O exemplo clássico é o 2,4-dinitrofenol, transportador de 
prótons lipofílico (ionóforo) que difunde facilmente através da 
membrana mitocondrial (Fig. 6.16). Devido à ação desse desa- 
coplador, o transporte de elétrons funciona em alta velocidade, 
sem estabelecer um gradiente de H+, de forma semelhante ao 
que ocorre com as UCPs. Também, neste caso, a energia pro- 
duzida pelo transporte de elétrons é liberada como calor, em 
vez de ser utilizada para sintetizar ATP. (Nota: em doses altas, o 
ácido acetilsalicílico, assim como outros salicilatos, desacopla 
a fosforilação oxidativa. Isso explica a febre que acompanha 
superdoses tóxicas desses fármacos.) 


B. Sistemas de transporte através da membrana 


A membrana mitocondrial interna é impermeável à maior parte das subs- 
tâncias hidrofílicas ou com carga. Porém, essa membrana contém nu- 
merosas proteínas de transporte que permitem a passagem de molécu- 
las específicas desde o citosol até a matriz mitocondrial. 


1. 


Transporte de ATP e ADP. A membrana mitocondrial interna re- 
quer transportadores especializados para transportar o ADP e o P, 
do citosol (onde o ATP é hidrolisado em ADP em muitas reações que 
requerem energia) para dentro da mitocôndria, onde o ATP pode 
ser novamente sintetizado. Um carreador (do inglês antiporter) de 
nucleotídeos da adenina transporta uma molécula de ADP do cito- 
sol para a matriz, enquanto exporta um ATP da matriz para o citosol 
(ver Fig. 6.13). Um transportador (do inglês symporter) cotransporta 
P, e H* do citosol para a matriz. 


Transporte de equivalentes redutores. A membrana mitocondrial 
interna não possui uma proteína transportadora de NADH, de modo 
que o NADH produzido no citosol (p. ex., na glicólise; ver pág. 101) 





Proteinas desacopladoras criam 
um canal, permitindo que os 
prótons (H`) retornem à matriz 
mitocondrial sem que a energia 
seja capturada na forma de ATP. 














Figura 6.15 

Transporte de prótons através da 
membrana mitocondrial por uma 
proteína desacopladora. 

ADP = difosfato de adenosina; 

e = elétrons. 
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No, 





DNPH 





Figura 6.16 

O 2,4-dinitrofenol (DNP), um 
carreador de prótons (H'), mostrado 
em suas formas ácida (DNPH) 

e básica (DNP). 
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MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA 








MATRIZ MITOCONDRIAL 





Figura 6.17 

Lançadeiras para o transporte de 
equivalentes redutores através da 
membrana interna da mitocôndria. 


A. Lançadeira do glicerol-3-fosfato. 
B. Lançadeira do malato-aspartato. 


DHAP = di-hidroxiacetona-fosfato; 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; H* = próton; 
FAD(H,) = flavina-adenina- 


-dinucleotídeo; CoQ = coenzima Q. 





não pode penetrar diretamente na matriz mitocondrial. Os dois elé- 
trons do NADH (também denominados equivalentes redutores), no 
entanto, são transportados do citosol para a matriz utilizando meca- 
nismos de lançadeiras. Na lançadeira do glicerol-fosfato (Fig. 6.17A), 
dois elétrons são transferidos do NADH para a di-hidroxiacetona- 
-fosfato, pela glicerol-3-fosfato-desidrogenase citosólica. O glice- 
rol-3-fosfato produzido é oxidado pela isozima mitocondrial, a qual 
utiliza FAD, que é reduzido a FADH,. A CoQ, da CTE, oxida o FADH,. 
Portanto, a lançadeira do glicerol-3-fosfato resulta na síntese de dois 
ATPs para cada NADH citosólico oxidado. Isso contrasta com a lan- 
cadeira do malato-aspartato (Fig. 6.17B), que produz NADH (em vez 
de FADH,) na matriz mitocondrial e leva, desse modo, à produção de 
três ATPs para cada NADH citosólico oxidado pela malato-desidro- 
genase, enquanto o oxalacetato é reduzido a malato. Uma proteína 
transportadora carrega o malato para a matriz. 


Deficiências hereditárias da fosforilação oxidativa 


Treze dos aproximadamente 90 polipeptídeos necessários para a fosfo- 
rilação oxidativa são codificados pelo DNA mitocondrial (DNAmt) e sin- 
tetizados na mitocôndria, enquanto as demais proteínas mitocondriais 
são codificadas pelo DNA nuclear, sintetizadas no citosol e então trans- 
portadas para a mitocôndria. Deficiências na fosforilação oxidativa resul- 
tam, mais provavelmente, de alterações no DNAmt, que apresenta taxa 
de mutações cerca de 10 vezes maior que o DNA nuclear. Tecidos com 
maiores necessidades de ATP (p. ex., sistema nervoso central, fígado e 
músculos esquelético e cardíaco) são mais afetados por deficiências na 
fosforilação oxidativa. Mutações no DNAmt são responsáveis por diver- 
sas doenças, incluindo alguns casos de miopatias mitocondriais e a neu- 
ropatia óptica hereditária de Leber, doença que causa perda bilateral da 
visão central, como resultado da degeneração neurorretiniana, incluindo 
lesão do nervo óptico. (Nota: o DNAmt é herança materna, pois as mito- 
côndrias do espermatozoide não penetram na célula-ovo.) 


Mitocôndria e apoptose 


O processo de apoptose ou morte celular programada pode ser iniciado 
pela via intrínseca (mediada pela mitocôndria), pela formação de poros 
na membrana mitocondrial externa. Esses poros permitem que o cito- 
cromo c deixe o espaço intermembranas e entre no citosol. Uma vez no 
citosol, o citocromo c, em associação com fatores pró-apoptóticos, ativa 
uma família de enzimas proteolíticas (as caspases), causando a clivagem 
de proteínas-chave e resultando em alterações morfológicas e bioquími- 
cas características da apoptose. 








VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





A variação na energia livre (AG) que ocorre durante uma reação prediz o sen- 
tido no qual aquela reação ocorrerá espontaneamente. Se o AG é negativo 
(i.e., o produto apresenta menor energia livre que o substrato), a reação ocorre 
espontaneamente no sentido em que está escrita. Se o AG é positivo, então 
a reação não é espontânea. Se AG = 0, então a reação está em equilíbrio. 
O AG de uma reação no sentido direto é igual em magnitude, mas de sinal 
oposto, àquele da reação inversa. Variações de energia livre (AG) são aditivas 
em qualquer sequência de reações consecutivas, como o são as variações de 
energia livre padrão (AG). Portanto, a ocorrência de reações ou processos que 
apresentem AG bastante positivo torna-se possível pelo acoplamento com ou- 
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Figura 6.18 
Mapa de conceitos-chaves para a fosforilação oxidativa. (Nota: o fluxo de elétrons (e”) e a síntese de ATP são 


mostrados como conjuntos de engrenagens interligadas para enfatizar o acoplamento.) 
NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; FAD(H,) = flavina-adenina-dinucleotídeo; 
FMN = flavina-mononucleotídeo; ADP = difosfato de adenosina. 
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tras reações que apresentem AG bastante negativo, como a hidrólise do ATP. As coenzimas reduzidas nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo (NADH) e flavina-adenina-dinucleotídeo (FADH,) doam, cada uma delas, um par de elétrons para um conjunto 
especializado de carreadores de elétrons, consistindo em flavina-mononucleotídeo (FMN), centros ferro-enxofre, coenzi- 
ma Q e uma série de citocromos, proteínas que contêm heme, conjunto este denominado cadeia transportadora de elétrons. 
Essa via está presente na membrana mitocondrial interna (impermeável à maioria das substâncias) e é a via final comum pela 
qual os elétrons provenientes de diversos combustíveis do organismo fluem até o oxigênio (O,), que apresenta um potencial 
de redução (E,) muito positivo, e que assim é reduzido à água. O último citocromo, citocromo c-oxidase, é o único citocromo 
capaz de ligar O,. O transporte de elétrons está acoplado ao bombeamento de prótons (H°) através da membrana mitocondrial 
interna, desde a matriz até o espaço intermembranas, 10 H* por NADH oxidado. Esse processo cria um gradiente elétrico e 
um gradiente de pH através da membrana mitocondrial interna. Após ser transferido para o lado citosólico da membrana, o H* 
retorna à matriz, passando através do canal de H’ F, na ATP-sintase (Complexo V), assim dissipando os gradientes elétrico e 
de pH e induzindo alterações conformacionais nas subunidades B de F, da sintase, o que resulta na síntese de ATP a partir de 
ADP + fosfato inorgânico. O transporte de elétrons e a fosforilação estão fortemente acoplados na fosforilação oxidativa 
(Fig. 6.18). A inibição de um processo inibe o outro. Esses processos podem ser desacoplados pela proteína desacopladora-1 
da membrana mitocondrial interna dos adipócitos marrons e por compostos sintéticos, como o 2,4-dinitrofenol e o ácido ace- 
tilsalicílico, os quais dissipam o gradiente de H+. A energia produzida pelo transporte de elétrons é, nesse caso, liberada como 
calor, em vez de ser utilizada para a síntese de ATP. Mutações no DNA mitocondrial, que é herança materna, são responsá- 
veis por alguns casos de doenças mitocondriais, como a neuropatia óptica hereditária de Leber. A liberação de citocromo c 
para o citoplasma e a subsequente ativação de caspases proteolíticas resultam em morte celular apoptótica. 





Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


6.1 O 2,4-dinitrofenol (DNP), um desacoplador da fosforila- 
ção oxidativa, foi usado como agente para perda de peso 
na década de 1930. Relatos de superdosagens fatais le- 


Resposta correta = B. Quando a fosforilação está desacoplada do 
fluxo de elétrons, espera-se um decréscimo no gradiente de pró- 





varam à interrupção de seu emprego em 1939. Qual das 

seguintes sentenças seria mais provavelmente verdadei- 

ra em relação a indivíduos utilizando 2,4-DNP? 

A. Os níveis de ATP na mitocôndria são maiores que o 
normal. 

B. A temperatura corporal está elevada, em função de 
uma aceleração do metabolismo. 

C. O cianeto não tem efeito no fluxo de elétrons. 

D. O gradiente de prótons através da membrana mito- 
condrial interna é maior que o normal. 

E. A velocidade de transporte de elétrons é anormal- 
mente baixa. 


6.2 Qual dos seguintes compostos tem a mais forte tendên- 


cia de receber elétrons? 


Coenzima Q. 

Citocromo c. 

Flavina-adenina-dinucleotídeo. 
Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo. 

Oxigênio. 

Explique como e por que a lançadeira do malato-aspar- 
tato transporta equivalentes redutores do NADH desde o 
citosol até a matriz mitocondrial. 


moon > 


6.3 


6.4 O monóxido de carbono (CO) liga-se ao Complexo IV 
da cadeia transportadora de elétrons e inibe este com- 
plexo. Que efeito teria esse inibidor respiratório sobre a 
fosforilação da difosfato de adenosina (ADP, do inglês 


adenosine diphosphate) para produzir ATP? 


tons através da membrana mitocondrial interna e, assim, prejuízo 
na síntese de ATP. Em uma tentativa de compensar essa deficiência 
na captura de energia, o metabolismo e o fluxo de elétrons até o 
oxigênio são aumentados. Essa aceleração do metabolismo será 
acompanhada por aumento na temperatura corporal, pois a ener- 
gia dos combustíveis é em grande parte desperdiçada, aparecendo 
como calor. A cadeia transportadora de elétrons vai continuar sendo 
inibida pelo cianeto. 


Resposta correta = E. O oxigênio é o aceptor final de elétrons na ca- 
deia transportadora de elétrons (CTE). Os elétrons fluem ao longo da 
CTE até o oxigênio, pois este tem o maior (mais positivo) potencial 
de redução (E,). As outras alternativas precedem o oxigênio na CTE 
e apresentam valores mais baixos de E,. 


Não há transportador para nicotinamida-adenina-dinucleotíideo 
(NADH) na membrana mitocondrial interna. Contudo, o NADH ci- 
tosólico pode ser oxidado a NAD* pela malato-desidrogenase, en- 
quanto o oxalacetato (OAA) é reduzido a malato. O malato é trans- 
portado através da membrana mitocondrial interna para a matriz, 
e a isozima mitocondrial da malato-desidrogenase o oxida a OAA, 
ao mesmo tempo em que o NAD* mitocondrial é reduzido a NADH. 
Esse NADH pode ser oxidado pelo Complexo | da cadeia transporta- 
dora de elétrons, gerando três ATPs por meio dos processos acopla- 
dos da fosforilação oxidativa. 


A inibição da cadeia transportadora de elétrons por inibidores respi- 
ratórios como o CO resulta na incapacidade de manter o gradiente 
de prótons (H*). Assim, a fosforilação do ADP a ATP é inibida, do 
mesmo modo que outras reações, como a captação de cálcio pela 
mitocôndria, que também requerem o gradiente de Hº. 





Introdução aos 
carboidratos 


Il. VISÃO GERAL 





Os carboidratos (sacarídeos) são as moléculas orgânicas mais abundantes 
na natureza. Eles possuem grande variedade de funções, que incluem o for- 
necimento de fração significativa da energia na dieta da maioria dos orga- 
nismos, a atuação como forma de armazenamento de energia no corpo e 
como componentes da membrana celular, mediando algumas formas de co- 
municação intercelular. Os carboidratos também servem como componentes 
estruturais de muitos organismos, incluindo a parede celular de bactérias, o 
exoesqueleto de muitos insetos e as fibras de celulose das plantas. (Nota: 
o conjunto completo de carboidratos produzidos por um organismo é o seu 
glicoma.) A fórmula empírica para muitos dos carboidratos mais simples é 
(CH,0),, na qual n > 3, daí o nome “hidrato de carbono”. 


Il. CLASSIFICAÇÃO E ESTRUTURA 





Os monossacarídeos (açúcares simples) podem ser classificados de acordo 
com o número de átomos de carbono que eles contêm. Exemplos de alguns 
monossacarídeos comumente encontrados em humanos estão listados na 
Figura 7.1. Eles também podem ser classificados pelo tipo de grupo car- 
bonila que eles contêm. Os carboidratos com um aldeído como seu grupo 
funcional carbonila são denominados aldoses, enquanto aqueles com um 
grupo cetona como seu grupo funcional carbonila são chamados cetoses 
(Fig. 7.2). Por exemplo, o gliceraldeído é uma aldose, enquanto a di-hidroxia- 
cetona é uma cetose. Os carboidratos que apresentam um grupo carbonila 
livre recebem o sufixo “-ose”. (Nota: as cetoses têm um “ul” adicional, como 
a xilulose. Existem exceções a essa regra, como a frutose.) Os monossaca- 
rídeos podem se ligar por ligações glicosídicas, criando estruturas maiores 
(Fig. 7.3). Os dissacarídeos contêm duas unidades de monossacarídeos, os 
oligossacarídeos contêm de três até cerca de 10 unidades de monossacarí- 
deos, e os polissacarídeos contêm mais de 10 unidades de monossacaríde- 
os, podendo alcançar centenas de unidades de açúcares em sua estrutura. 


A. Isômeros e epímeros 


Compostos que apresentam a mesma fórmula química, mas estruturas 
diferentes, são denominados isômeros. Por exemplo, frutose, glicose, 
manose e galactose são todos isômeros uns dos outros, com a mesma 
fórmula química, C,H,,O,. Os carboidratos isômeros que diferem na sua 
configuração ao redor de apenas um determinado átomo de carbono 
(com exceção do carbono da carbonila; ver item C. 1., a seguir) são defi- 








Figura 7.1 

Exemplos de monossacarídeos 
encontrados em humanos, 
classificados de acordo com o 
número de carbonos que eles contêm. 


TN Grupo aideido | [ES Grupo cetona 


Figura 7.2 
Exemplos de glicídeos do tipo aldose 
(A) e do tipo cetose (B). 
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Figura 7.3 

Uma ligação glicosídica entre 
duas hexoses, produzindo 
um dissacarídeo. 
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Figura 7.4 
Epímeros em C-2 e em C-4 
e um isômero da glicose. 


nidos como epímeros um do outro. Por exemplo, a glicose e a galactose 
são epímeros em C-4, pois suas estruturas diferem somente na posição 
do grupo -OH (hidroxila) no átomo de carbono 4. (Nota: nos açúcares, a 
numeração dos carbonos inicia na extremidade que contém o carbono 
da carbonila [i.e., o grupo aldeído ou cetona], como mostra a Fig. 7.4.) A 
glicose e a manose são epímeros em C-2. No entanto, como a galactose 
e a manose diferem na posição de grupos -OH em dois carbonos (carbo- 
nos 2 e 4), elas são isômeros, mas não epímeros (ver Fig. 7.4). 


Enantiômeros 


Um tipo especial de isomeria é observado em pares de estruturas que 
são como imagens uma da outra no espelho. Essas imagens especu- 
lares são denominadas enantiômeros, e os dois membros do par são 
designados como D- e L-açúcares (Fig. 7.5). Em seres humanos, a gran- 
de maioria dos açúcares é do tipo D-isômeros. Na forma isomérica D, o 
grupo -OH do carbono assimétrico (carbono ligado a quatro átomos ou 
grupos diferentes) mais distante do carbono da carbonila está à direita, 
enquanto, no isômero L, esse grupo está à esquerda. A maioria das en- 
zimas são específicas para a forma D ou L, mas as enzimas conhecidas 
como isomerases são capazes de interconverter os isômeros D e€ L. 


Ciclização de monossacarídeos 


Menos de 1% dos monossacarídeos com cinco ou mais átomos de car- 
bono ocorre na forma de cadeia aberta (acíclica) quando em solução. Ao 
contrário, eles são encontrados predominantemente na forma de anel 
(cíclica), na qual o grupo aldeído (ou cetona) reagiu com um grupo hidro- 
xila do mesmo açúcar, tornando assimétrico o carbono carbonílico (car- 
bono 1 para uma aldose ou carbono 2 para uma cetose). Este carbono 
assimétrico é referido como carbono anômero. 


1. Anômeros. A criação de um carbono anômero (o antigo carbono 
carbonílico) gera um novo par de isômeros, as configurações a e 
B do açúcar (p. ex., «-D-glicopiranose e B-D-glicopiranose), como 
mostrado na Figura 7.6, que são anômeros uns dos outros. (Nota: 
na configuração a, o grupo -OH no carbono anômero é projeta- 
do para o mesmo lado do anel em uma fórmula de projeção de 
Fischer modificada [ver Fig. 7.6A] e é trans para o grupo CH,OH 
em uma fórmula de projeção de Haworth [ver Fig. 7.6B]. As formas 
ae B não são imagens especulares, e elas são consideradas como 
diastereoisômeros.) As enzimas são capazes de distinguir entre 
essas duas estruturas e de utilizar uma delas preferencialmente. 
Por exemplo, o glicogênio é sintetizado a partir da a-p-glicopira- 
nose, enquanto a celulose é sintetizada a partir da B-D-glicopira- 
nose. Os anômeros cíclicos a e B de um glicídeo em solução estão 
em equilíbrio um com o outro e podem ser espontaneamente (mas 
lentamente) interconvertidos, um processo conhecido como mu- 
tarrotação (ver Fig. 7.6). (Nota: para a glicose, a forma a representa 
até 36% da mistura.) 


2. Glicídeos redutores. Se o grupo hidroxila ligado ao carbono anô- 
mero de um glicídeo na forma cíclica não estiver ligado a qualquer 
outro composto por uma ligação glicosídica (ver item E., na próxima 
página), o anel poderá ser aberto. Esse glicídeo poderá atuar como 
agente redutor, sendo denominado glicídeo redutor. Ele pode reagir 
com agentes cromogênicos (p. ex., o reagente de Benedict), cau- 
sando redução e coloração do reagente, enquanto o grupo aldeído 
do açúcar acíclico torna-se oxidado a grupo carboxila. Todos os 
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monossacarídeos, mas nem todos os dissacarídeos, são glicídeos 
redutores. (Nota: frutose, uma cetose, é um glicídeo redutor porque 
pode ser isomerizado a uma aldose.) 





Um teste colorimétrico pode determinar se um glicídeo redutor está pre- 
sente na urina. O resultado positivo é indicativo de uma possível patolo- 
gia, porque normalmente glicídeos não estão presentes na urina. Testes 
adicionais mais específicos podem ser realizados, a fim de identificar o 
glicosídeo redutor. 

















D. Ligação de monossacarídeos Figura 7.5 

Enantiômeros (imagens especulares) 
da glicose. A designação D e L é dada 
em comparação com uma triose, 

o gliceraldeído. (Nota: os carbonos 
assimétricos são mostrados 

em verde.) 


Monossacarídeos podem ser ligados para formar dissacarídeos, 
oligossacarídeos e polissacarídeos. Dissacarídeos importantes incluem 
a lactose (galactose + glicose), sacarose (glicose + frutose) e maltose 
(glicose + glicose). Polissacarídeos importantes incluem o glicogênio 
(proveniente de fontes animais) e o amido (fontes vegetais) ramificados e 
a celulose não ramificada (fonte vegetal). Cada um deles é um polímero 
de glicose. 


E. Ligações glicosídicas 


As ligações que unem os açúcares são denominadas ligações glicosi- 
dicas. Essas ligações são formadas por enzimas conhecidas como gli- 
cosiltransferases, que utilizam como substrato um nucleotídeo-açúcar 
(açúcar ativado), como o difosfato de uridina-glicose (UDP-glicose). As 
ligações glicosídicas entre açúcares são denominadas conforme o nú- 
mero dos carbonos que estabelecem a conexão e também conforme 
posição do grupo hidroxila no carbono anômero envolvido na ligação. 
Se esse grupo hidroxila do carbono anômero estiver na configuração 
a, a ligação é a. Se o grupo estiver na configuração ß, a ligação é B. A 
lactose, por exemplo, é sintetizada pela formação de uma ligação glico- 
sídica entre o carbono 1 de uma B-galactose e o carbono 4 da glicose. 
A ligação é, dessa forma, uma ligação glicosídica B(1 — 4) (ver Fig. 7.3). 
(Nota: como a porção anômera do resíduo da glicose não está envolvida 
na ligação glicosídica, ela [e, dessa forma, a lactose] permanece sendo 
um glicídeo redutor.) 








(o) H. LOH B Carbono da carbonila Carbono 

iC 1C-H Ro) Carbono anômero anômero 
Ho -on H3Ç-OH Hc -on | HOCH, HOCH, HOCH, 

HO-C-H O HHO-C-H z HO-Ç-H O HA OO, nA” nA AH 
H-Ç -OH H5C-0H Hg -OH H H = 
H:Ç Hc -OH Hc HO H HO H HO 
H-Ç-OH HzC-OH H-Ç-OH H OH H OH H OH 
H H H 
B-p-Glicopiranose  p-Glicose a-p-Glicopiranose B-p-Glicopiranose p-Glicose «-p-Glicopiranose 











Figura 7.6 

A. Interconversão (mutarrotação) das formas anômeras de glicose a e B, mostradas como fórmulas de projeção de 
Fischer modificadas. B. Interconversão mostrada pelas fórmulas de projeção de Haworth. (Nota: um açúcar com um 
anel de seis membros [5 C + 1 O] é denominado piranose, enquanto um com um anel de cinco membros [4 C + 1 O] 
é chamado de furanose. Praticamente toda a glicose em solução está na forma de piranose.) 
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Figura 7.7 
Exemplos de ligações N- e 
O-glicosídicas em glicoproteínas. 
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Figura 7.8 


Hidrólise de uma ligação glicosídica. 


F. Ligação de carboidratos a compostos não glicídicos 


Os carboidratos podem unir-se por ligações glicosídicas a estruturas 
que não são carboidratos, como as bases púricas e pirimídicas (como 
observado em ácidos nucleicos), anéis aromáticos (como observado em 
esteroides e na bilirrubina), proteínas (como em glicoproteínas e proteo- 
glicanos) e lipídeos (em glicolipídeos). Se o grupo na porção não carboi- 
drato da molécula ao qual o açúcar está ligado for um grupo -NH,, a li- 
gação é chamada de N-glicosídica. Se o grupo for um grupo -OH, então 
a ligação é O-glicosídica (Fig. 7.7). (Nota: todas as ligações glicosídicas 
glicídeo-glicídeo são do tipo O-glicosídicas.) 


Ill. DIGESTÃO DOS CARBOIDRATOS 





Os principais sítios de digestão dos carboidratos da dieta são a boca e o 
lúmen intestinal. Essa digestão é rápida e é catalisada por enzimas denomi- 
nadas glicosideo-hidrolases (glicosidases) que hidrolisam as ligações glico- 
sídicas (Fig. 7.8). Há poucos monossacarídeos em dietas de origem mista, 
animal e vegetal. Portanto, são necessárias enzimas para a degradação da 
maioria dos carboidratos da dieta, principalmente as endoglicosidases, que 
hidrolisam polissacarídeos e oligossacarídeos, e as dissacaridases, que hi- 
drolisam trissacarídeos e dissacarídeos em seus componentes redutores. 
Em geral, glicosidases são específicas para a estrutura e para a configuração 
do resíduo glicosila a ser removido, bem como para o tipo de ligação a ser 
hidrolisada. Os produtos finais da digestão de carboidratos são os monossa- 
carídeos glicose, galactose e frutose, os quais são absorvidos pelas células 
(enterócitos) do intestino delgado. 


A. a-amilase salivar 


Os principais polissacarídeos da dieta são de origem vegetal (amido, 
composto por amilose e amilopectina) e animal (glicogênio). Durante a 
mastigação, a œ&-amilase salivar atua brevemente sobre o amido e o gli- 
cogênio da dieta, de maneira aleatória, hidrolisando algumas ligações 
a(1 — 4). (Nota: na natureza, existem tanto endoglicosidases «(1 — 4) 
quanto B(1 — 4), mas os humanos não produzem esta última. Dessa for- 
ma, somos incapazes de digerir a celulose — um carboidrato de origem 
vegetal que contém ligações glicosídicas B(1 — 4) entre seus resíduos 
de glicose.) Tanto a amilopectina quanto o glicogênio são ramificados e, 
assim, também contêm ligações a(1 — 6), que a a-amilase não pode hi- 
drolisar. Por isso, os produtos da digestão resultantes da sua ação con- 
têm uma mistura de oligossacarídeos não ramificados e ramificados, co- 
nhecidos como dextrinas (Fig. 7.9). (Nota: dissacarídeos também estão 
presentes, pois são resistentes à amilase.) A digestão dos carboidratos 
cessa temporariamente no estômago, porque a elevada acidez inativa a 
a-amilase salivar. 


B. a-amilase pancreática 


Quando o conteúdo ácido do estômago atinge o intestino delgado, ele 
é neutralizado pelo bicarbonato secretado pelo pâncreas, e a a-amilase 
pancreática continua o processo de digestão do amido. 


C. Dissacaridases intestinais 


O processo final da digestão ocorre principalmente no epitélio mucoso 
do duodeno e jejuno superior, e inclui a ação de várias dissacaridases 
(ver Fig. 7.9). Por exemplo, a isomaltase cliva a ligação a(1 — 6) na iso- 
maltose, e a maltase cliva a ligação (1 — 4) na maltose e maltotriose, 
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cada uma produzindo glicose. A sacarase cliva a ligação a(1 — 2) na 
sacarose, produzindo glicose e frutose, e a lactase (B-galactosidase) cli- 
va a ligação B(1 — 4) na lactose, produzindo galactose e glicose. (Nota: 
o substrato para a isomaltase é mais amplo do que o nome da enzi- 
ma sugere, uma vez que essa enzima também hidrolisa grande parte da 
maltose.) A trealose, um dissacarídeo de glicose a(1—1) encontrado em 
cogumelos e outros fungos, é hidrolisado pela ação da trealase. Essas 
enzimas são proteínas transmembrana da borda em escova na superfi- 
cie luminal (apical) dos enterócitos. 





A sacarase e a isomaltase são atividades enzimáticas de uma única 
proteína que é clivada em duas subunidades funcionais, que permane- 
cem associadas na membrana celular e formam o complexo sacarase- 
-isomaltase (Sl). Em contrapartida, a maltase é uma das duas atividades 
enzimáticas da única proteina de membrana, a maltase-glicoamilase 
(MGA), que não é clivada. Sua segunda atividade enzimática, a glicoa- 
milase, cliva as ligações glicosídicas a(1 — 4) em dextrinas. 





Absorção intestinal dos monossacarídeos 


O jejuno superior absorve a maior parte dos monossacarídeos produ- 
zidos na digestão. Entretanto, diferentes glicídeos são absorvidos por 
meio de diferentes mecanismos (Fig. 7.10). Por exemplo, galactose e gli- 
cose são transportadas nos enterócitos por meio de transporte ativo se- 
cundário, que requer uma absorção simultânea (simporte) de íons sódio 
(Na'). A proteína de transporte é o cotransportador de glicose dependen- 
te de sódio 1 (SGLT-1). (Nota: o transporte de glicídeo é impulsionado 
pelo gradiente de Na* criado pela Na'-potássio (K') ATPase, que move 
Na para fora e K* para dentro do enterócito [ver Fig. 7.10].) A absorção 
de frutose utiliza um transportador de monossacarídeo independente de 
energia e de Na* (GLUT-5). Todos os três monossacarídeos são trans- 
portados do enterócito para a circulação porta por outro transportador, 
o GLUT-2. (Nota: ver pág. 97 para uma discussão acerca desses trans- 
portadores.) 


Degradação anormal de dissacarídeos 


Todo o processo de digestão e absorção dos carboidratos é tão eficiente 
em indivíduos saudáveis que, normalmente, todo o carboidrato digerível 
da dieta já terá sido absorvido quando o material ingerido tiver alcança- 
do o baixo jejuno. Entretanto, devido ao fato de que apenas os monos- 
sacarídeos são absorvidos, qualquer deficiência (genética ou adquirida) 
na atividade de determinada dissacaridase da mucosa intestinal leva à 
passagem do carboidrato não digerido para o intestino grosso. Como 
consequência da presença desse material osmoticamente ativo, a água 
flui da mucosa para o intestino grosso, causando diarreia osmótica. Isso 
é reforçado pela fermentação bacteriana dos carboidratos remanescen- 
tes, produzindo compostos de dois ou três carbonos (também osmoti- 
camente ativos), além de grande volume dos gases CO, e H,, causando 
cólicas abdominais, diarreia e flatulência. 


1. Deficiência de enzimas digestivas. Deficiências hereditárias de 
dissacaridases específicas resultam em intolerância a dissacarídeos. 
As alterações na degradação de dissacarídeos também podem ser 
causadas por uma variedade de doenças intestinais, má-nutrição e 
ingestão de fármacos que danificam a mucosa do intestino delgado. 
Por exemplo, as enzimas da membrana da borda em escova são 
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Digestão dos carboidratos. (Nota: a 
celulose não digerida entra no cólon 
e é excretada.) 
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Figura 7.10 

Absorção, por enterócitos, dos 
monossacarídeos produzidos 

na digestão de carboidratos. 

GLUT = transportador de glicose; 
SGLT-1 = cotransportador de glicose 
dependente de sódio (Na); 

K* = potássio. 
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Figura 7.11 

Metabolismo anormal da lactose. 
CO, = dióxido de carbono; 

H, = gás hidrogênio. 


rapidamente perdidas em indivíduos normais com diarreia grave, 
causando uma deficiência enzimática adquirida e temporária. As- 
sim, pacientes que sofrem ou estão se recuperando de tais doenças 
não podem beber ou comer quantidades significativas de produtos 
derivados do leite ou sacarose, pois isso iria piorar a diarreia. 


2. Intolerância à lactose. Mais de 60% dos adultos na população 
mundial são intolerantes à lactose (Fig. 7.11). Isso se manifesta 
particularmente em certas populações. Por exemplo, até 90% dos 
adultos de ascendência africana ou asiática são deficientes em lac- 
tase. Consequentemente, eles são menos capazes de metabolizar a 
lactose do que os indivíduos de origem do Norte da Europa. A perda 
dependente da idade da atividade da lactase a partir de aproxima- 
damente 2 anos de idade representa uma redução na quantidade 
de enzima produzida. Acredita-se que tal fato esteja relacionado a 
pequenas variações na sequência do DNA da região do cromosso- 
mo 2 que controla a expressão do gene para a lactase, também no 
cromossomo 2. O tratamento para esse distúrbio é reduzir o con- 
sumo de leite; ingestão de iogurtes e alguns queijos (a ação bacte- 
riana e o processo de envelhecimento diminuem o teor de lactose), 
além da ingestão de vegetais verdes como brócolis, para assegurar 
a ingestão adequada de cálcio; usar produtos tratados com lactase; 
ou ingerir a lactase em forma de pílulas antes das refeições. (Nota: 
uma vez que a perda da lactase é a norma para grande parte da 
população adulta no mundo, o uso do termo “hipolactasia adulta” 
ou lactase não persistente, em vez de intolerância à lactose, é cada 
vez mais utilizado.) Raros são os casos conhecidos de deficiência 
de lactase congênita. 


3. Deficiência congênita de sacarase-isomaltase (Sl). Essa 
doença autossômica-recessiva resulta na intolerância à sacaro- 
se ingerida. A deficiência congênita de S/ tem uma prevalência de 
1:5.000 em indivíduos de ascendência europeia e parece ser muito 
mais comum (até 1:20) nos inuítes da Groenlândia e do Canadá. O 
tratamento inclui remoção da sacarose da dieta e terapia de reposi- 
ção enzimática. 


4. Diagnóstico. A identificação de determinada deficiência enzimá- 
tica pode ser realizada fazendo-se testes de tolerância oral ao dis- 
sacarídeo em questão. A medição de gás hidrogênio (H,) no hálito 
é um teste confiável para determinar a quantidade de carboidrato 
ingerido e não absorvido pelo organismo e metabolizado pela flora 
intestinal (ver Fig. 7.11). 








IV. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os monossacarídeos (Fig. 7.12) que contêm grupo aldeído são denominados 
aldoses, e aqueles com grupo cetona são chamados de cetoses. Os dissa- 
carídeos, os oligossacarídeos e os polissacarídeos consistem em monos- 
sacarídeos unidos por ligações glicosídicas. Compostos que apresentam a 
mesma fórmula química, mas estruturas diferentes, são denominados isôme- 
ros. Se dois monossacarídeos isômeros diferem na configuração em torno de 
apenas um determinado átomo de carbono (com exceção do carbono da car- 
bonila), eles são definidos como epímeros um do outro. Nos enantiômeros 
(imagens especulares), os membros do par de glicídeos são designados como 
isômeros D e L. Se o grupo aldeído no glicídeo acíclico ficar oxidado enquanto 
um agente cromogênico torna-se reduzido, aquele glicídeo é um glicídeo re- 
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dutor. Quando um glicídeo cicliza, é criado um carbono anômero a partir do 
carbono da carbonila do grupo aldeído de uma aldose ou do grupo cetona de 
uma cetose. Esse glicídeo pode ter duas configurações, anômeros & ou B. Um 
açúcar pode ter o seu carbono anômero ligado a um grupo -NH, ou a um -OH 
em outra estrutura por meio de ligações N- e O-glicosídicas, respectivamen- 
te. A a-amilase salivar inicia a digestão de polissacarídeos da dieta (p. ex., 
amido ou glicogênio), produzindo oligossacarídeos. A «-amilase pancreática 
continua o processo. O processo final da digestão ocorre no epitélio mucoso 
do intestino delgado. Várias dissacaridases (p. ex., lactase [B-galactosidase], 
sacarase, isomaltase e maltase) produzem monossacarídeos (glicose, galac- 
tose e frutose). Estas enzimas são proteínas transmembrana da borda em 
escova, na membrana luminal das células da mucosa intestinal (enterócitos). 
A absorção dos monossacarídeos requer transportadores específicos. Se a 
degradação dos carboidratos for deficiente (como resultado de hereditariedade, 
doença ou ingestão de fármacos que danificam a mucosa do intestino delgado), 
os carboidratos não digeridos irão passar para o intestino grosso, onde podem 
causar diarreia osmótica. A fermentação bacteriana desses compostos produz 
grande volume dos gases CO, e H,, causando cólicas abdominais, diarreia e fla- 
tulência. A intolerância à lactose, causada principalmente pela perda depen- 
dente de idade da lactase (hipolactasia adulta), é, sem dúvida, a mais comum 
dessas deficiências. 
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Figura 7.12 


Mapa de conceitos-chaves para a classificação e estrutura de monossacarídeos e a digestão de carboidratos da dieta. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


7.1 Qual das afirmativas abaixo melhor descreve a glicose? 


A. É epímero da galactose em C-4. 

B. É uma cetose e, em solução, está geralmente na for- 
ma de anel de furanose. 

C. É produzida a partir do amido da dieta pela ação da 
a-amilase. 

D. Nos sistemas biológicos, é utilizada somente na for- 
ma isomérica L. 

7.2 Um jovem do sexo masculino foi ao consultório do seu 
médico queixando-se de “inchaço” e diarreia. O paciente 
apresentava olheiras fundas, e o médico notou sinais de 
desidratação. A temperatura do paciente estava normal. 
Ele explicou que o episódio ocorreu após uma festa de 
aniversário, na qual ele participou de um concurso de in- 
gestão de sorvete. O paciente relatou episódios anterio- 
res de natureza similar após a ingestão de quantidades 
significativas de derivados do leite. Esse quadro clínico é 
mais provavelmente devido a uma deficiência na ativida- 
de da: 


isomaltase. 

lactase. 

a-amilase pancreática. 
a-amilase salivar. 
sacarase. 


moon» 


7.3 Um exame de rotina da urina de um paciente pediátrico 
assintomático apresentou reação positiva com o Clinitest 
(método de detecção de açúcares redutores pela redu- 
ção do cobre), mas foi negativo para o teste da glicose- 
-Oxidase, para detecção de glicose. Usando esses da- 
dos, mostre no gráfico abaixo qual dos açúcares poderia 
(SIM) ou não poderia (NÃO) estar presente na urina deste 
indivíduo. 






Açúcar 






Frutose 
Galactose 
Glicose 











Lactose 





Sacarose 
| Xilulose 














7.4 Por que os inibidores da a-glicosidase, como acarbose 
e miglitol, tomados com as refeições, são utilizados no 
tratamento do diabetes? Quais são os efeitos desses fár- 
macos em relação à digestão da lactose? 


Resposta correta = A. A glicose e a galactose diferem somente na 
configuração ao redor do carbono 4 e, assim sendo, são epímeros 
em C-4, podendo sofrer interconversão pela ação de uma epime- 
rase. A glicose é uma aldose que, em solução, está geralmente na 
forma de um anel piranose. A frutose, por sua vez, é uma cetose 
com anel furanosídico. A a-amilase não produz monossacarídeos. 
A forma p-isomérica de carboidratos é a forma normalmente encon- 
trada em sistemas biológicos, ao contrário dos aminoácidos que são 
frequentemente encontrados na forma de L-isômeros. 


Resposta correta = B. Os sintomas físicos sugerem deficiência em 
uma enzima responsável pela degradação de carboidratos. Os sinto- 
mas observados após a ingestão de produtos lácteos sugerem que 
o paciente é deficiente em lactase como resultado da redução de- 
pendente da idade na expressão da enzima. 


Cada um dos açúcares listados, com exceção de sacarose e glicose, 
pode estar presente na urina deste indivíduo. Clinitest é um teste 
inespecífico que produz uma alteração na cor se a urina for positiva 
para substâncias redutoras, como glicídeos redutores (frutose, ga- 
lactose, glicose, lactose, xilulose). Como a sacarose não é um açú- 
car redutor, não é detectada pelo Clinitest. O teste da glicose-oxida- 
se detectará apenas glicose e não pode detectar outros açúcares. 
O teste negativo de glicose-oxidase, juntamente com um teste de 
glicídeos redutores positivo, significa que a glicose não pode ser o 
glicídeo redutor na urina do paciente. 


Inibidores de a-glicosidase diminuem a produção de glicose a partir 
da ingestão de carboidratos da dieta, reduzindo, dessa forma, o au- 
mento da glicose plasmática pós-prandial e facilitando o controle da 
glicose sanguínea no diabetes. Esses fármacos não possuem efeitos 
sobre a digestão de lactose porque o dissacarídeo lactose contém 
ligações glicosídicas $ e não a. 





Introdução ao 
metabolismo 
e à glicólise 


l. VISÃO GERAL DO METABOLISMO 





No Capítulo 5, as reações enzimáticas foram analisadas individualmente, na 
tentativa de explicar os mecanismos da catálise. Nas células, contudo, essas 
reações raramente ocorrem isoladamente. Ao contrário, elas estão organiza- 
das em sequências com múltiplos passos, chamadas vias, como, por exem- 
plo, a glicólise (Fig. 8.1). Em uma via, o produto de uma reação serve como 
substrato para a reação subsequente. As vias, em sua maior parte, podem ser 
classificadas como catabólicas (de degradação) ou anabólicas (de síntese). 
As vias catabólicas quebram moléculas complexas, como proteínas, polissa- 
carídeos ou lipídeos, produzindo uma pequena variedade de moléculas mais 
simples, como dióxido de carbono, amônia e água. As vias anabólicas formam 
produtos finais complexos a partir de precursores simples, como a síntese de 
um polissacarídeo, o glicogênio, a partir de glicose. (Nota: as vias que regene- 
ram um de seus componentes são denominadas ciclos.) Diferentes vias tam- 
bém podem formar interseções, estabelecendo uma rede integrada de rea- 
ções químicas com propósitos definidos. O metabolismo é a soma de todas as 
mudanças químicas que ocorrem em uma célula, um tecido ou no organismo. 
Nos capítulos que seguem, serão tratadas as vias metabólicas centrais en- 
volvidas na sintese e na degradação de carboidratos, lipídeos e aminoácidos. 


A. Mapa metabólico 


O metabolismo é mais bem compreendido pelo exame de suas vias com- 
ponentes. Cada via é composta por sequências multienzimáticas, e cada 
enzima, por sua vez, pode apresentar importantes características catalíticas 
ou regulatórias. Um mapa metabólico contendo as vias centrais mais impor- 
tantes para o metabolismo energético é mostrado na Figura 8.2. Essa “visão 
panorâmica” do metabolismo é útil para traçarmos conexões entre as vias, 
visualizando o “movimento”, com propósitos definidos, de metabólitos inter- 
mediários, e para imaginarmos o efeito do bloqueio de uma via sobre o fluxo 
de metabólitos (p. ex., pelo efeito de um fármaco ou da deficiência herdada 
na atividade de uma enzima). (Nota: o metaboloma é o conjunto completo 
de metabólitos em um organismo.) Ao longo das próximas três unidades 
deste livro, cada via em discussão será caracterizada repetidamente como 
parte do mapa metabólico principal, mostrado na Figura 8.2. 


B. Vias catabólicas 


As reações catabólicas têm o propósito de capturar a energia química, 
obtida da degradação de moléculas combustíveis, ricas em energia, for- 


Glicose-6-P Q? Glicose 
Frutose 6-P 


Frutose 1,6-bis-P 


Gliceraldeido 3-P $ Di- 
4t -hidroxiacetona-P 
1,3-Bisfosfoglicerato 
t 
3-Fosfoglicerato 
+t 
2-Fosfoglicerato 


HW 
a a 


+ 
Lactato $ Piruvato 





Figura 8.1 

Glicólise, um exemplo de via 
metabólica. (Nota: a conversão de 
piruvato a fosfoenolpiruvato requer 
duas reações.) Setas de reações 
em curva 5) indicam reações no 
sentido direto e no sentido inverso, 
catalisadas por enzimas diferentes. 
P = fosfato. 
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Figura 8.2 
Reações importantes do metabolismo intermediário. Diversas vias importantes, que serão discutidas nos capítulos 
seguintes, estão destacadas. Setas de reações em curva (5) indicam reações no sentido direto e no sentido 
inverso, catalisadas por enzimas diferentes. As setas retas ($5) indicam reações no sentido direto e no sentido 
inverso, catalisadas pela mesma enzima. Texto em azul = intermediários do metabolismo dos carboidratos; 

= intermediários do metabolismo dos lipídeos; texto em verde = intermediários do metabolismo das 
proteínas. UDP = difosfato de uridina; P = fosfato; CoA = coenzima A; CO, = dióxido de carbono; 
HCO; = bicarbonato; NH, = amônia. 
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Estágio |: Proteínas Polissacarídeos Lipídeos 


Hidrólise de moléculas complexas 
em seus blocos constitutivos 


[Aminoácidos | Monossacarídeos Glicerol, ácidos graxos 
































Estágio Il: 


Conversão dos blocos constitutivos em A y Vá 
acetil-CoA (ou outros intermediários simples) 
Estágio Ill: 


Oxidação da acetil-CoA; fosforilação oxidativa 











Figura 8.3 
Os três estágios do catabolismo. CoA = coenzima A; CO, = dióxido de carbono. 


mando trifosfato de adenosina (ATP, do inglês adenosine triphosphate). A 
energia para a formação de ATP é gerada pela degradação de moléculas 
complexas, que ocorre em três estágios, como mostrado na Figura 8.3. 
(Nota: as vias catabólicas são geralmente oxidativas e necessitam de 
coenzimas oxidadas, como nicotinamida-adenina-dinucleotídeo [NAD"].) 
O catabolismo também permite que moléculas da dieta (ou moléculas 
nutrientes armazenadas nas células) sejam convertidas em blocos cons- 
titutivos necessários para a síntese de moléculas complexas. O catabo- 
lismo é, então, um processo convergente, ou seja, uma ampla variedade 
de moléculas é transformada em poucos produtos finais. 


1. Hidrólise de moléculas complexas. No primeiro estágio, molé- 
culas complexas são quebradas em seus blocos constitutivos. Por 
exemplo, proteínas são degradadas em aminoácidos; polissacarí- 
deos, em monossacarídeos; e gorduras (triacilgliceróis), em ácidos 
graxos livres e glicerol. 


2. Conversão dos blocos constitutivos em intermediários mais sim- 
ples. No segundo estágio, esses blocos constitutivos diversos são 
posteriormente degradados em acetil-coenzima A (CoA) e em uma 
pequena variedade de outras moléculas simples. Parte da energia é 
capturada como ATP, porém essa quantidade é pequena se compara- 


da com a energia produzida durante o terceiro estágio do catabolismo. Gabaa Proteínas 
Polissacarídeos 


Nutrientes Moléculas 
contendo energia complexas 


Gorduras 
Proteínas 


Lipídeos 
Ácidos nucleicos 


3. Oxidação da acetil-coenzima A. O ciclo do ácido cítrico ou ciclo 
do ácido tricarboxílico (ou ciclo de Krebs [CK]) (ver pág. 109) é a via 
final comum da oxidação de moléculas combustíveis que produzem 
acetil-CoA. A oxidação de acetil-CoA gera grandes quantidades de 
ATP via fosforilação oxidativa, à medida que os elétrons fluem do 
NADH e do FADH, (flavina-adenina-dinucleotídeo) para o oxigênio 
([O;] ver pág. 73). 





C. Vias anabólicas Produtos finais Moléculas 


a i A M a pobres em energia precursoras 
Ao contrário do catabolismo, o anabolismo é um processo divergente, no 


qual poucos precursores biossintéticos (como os aminoácidos) formam 





Alguns aminoácidos 


uma ampla variedade de produtos poliméricos ou complexos (como as Re | Glicoses 
proteinas [Fig. 8.4]). As reações anabólicas são endergônicas, isto é, ne- NH, Peien 


cessitam de energia, via de regra, fornecida pela hidrólise do ATP, pro- 
duzindo difosfato de adenosina (ADP, do inglês adenosine diphosphate) 
e fosfato inorgânico (P). (Nota: as reações catabólicas geram energia Figura 8.4 

[são exergônicas].) Com frequência, as reações anabólicas envolvem re- Comparação entre vias catabólicas e 
duções químicas em que o poder redutor é, geralmente, fornecido pelo anabólicas. NADH = nicotinamida- 
doador de elétrons NADPH (NADH fosforilado; ver pág. 147). -adenina-dinucleotídeo. 
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Figura 8.5 

Alguns mecanismos comumente 
usados para a transmissão de sinais 
reguladores entre células. 











O domínio extracelular contém o sítio de 
ligação para um ligante (um hormônio ou 
um neurotransmissor). 
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com a proteína G. 
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Figura 8.6 

Estrutura de um típico receptor 
acoplado à proteína G na membrana 
plasmática. 


REGULAÇÃO DO METABOLISMO 





As vias metabólicas devem ser coordenadas, de modo que a produção de 
energia e a síntese de produtos finais estejam de acordo com as necessida- 
des da célula. Além disso, células individuais funcionam como parte de uma 
comunidade de tecidos que interagem, e não como entidades isoladas. Des- 
se modo, um sofisticado sistema de comunicação evoluiu para coordenar 
as funções do organismo. Os sinais regulatórios que informam determinada 
célula sobre o estado metabólico do organismo como um todo incluem hor- 
mônios, neurotransmissores e a disponibilidade de nutrientes. Esses, por sua 
vez, influenciam sinais gerados dentro da célula (Fig. 8.5). 


A. 


Comunicação intracelular 


A velocidade de uma via metabólica pode responder a sinais reguladores 
que surgem no interior da célula. Por exemplo, a velocidade de uma via 
pode ser influenciada pela disponibilidade de substratos, pela inibição 
ocasionada pelos produtos ou por alterações nos níveis de ativadores 
ou inibidores alostéricos. Esses sinais intracelulares normalmente deter- 
minam respostas rápidas e são importantes para a regulação do meta- 
bolismo a cada momento. 


Comunicação intercelular 


A capacidade de responder a sinais intercelulares é essencial para a 
sobrevivência e para o desenvolvimento dos organismos. A sinalização 
entre células permite uma integração ampla do metabolismo e frequen- 
temente resulta em uma resposta mais lenta do que aquela observada 
para sinais intracelulares, como uma mudança na expressão gênica. A 
comunicação entre células pode ser mediada, por exemplo, pelo contato 
entre suas superfícies e, em alguns tecidos, pela formação de junções 
comunicantes, permitindo a comunicação direta entre os citoplasmas 
de células adjacentes. Para o metabolismo energético, no entanto, a via 
mais importante de comunicação é a sinalização química entre as cé- 
lulas, mediada por hormônios trazidos pela corrente sanguínea ou por 
neurotransmissores. 


Sistemas de segundos mensageiros 


Os hormônios e os neurotransmissores podem ser imaginados como si- 
nais, e seus receptores, como detectores de sinal. Muitos receptores 
sinalizam o reconhecimento de um ligante acoplado por meio do desen- 
cadeamento de uma série de reações que, por fim, resulta em respostas 
intracelulares específicas. Moléculas denominadas “segundos mensa- 
geiros” — assim designadas por atuarem entre o mensageiro original ex- 
tracelular (o neurotransmissor ou o hormônio) e o efeito final dentro da 
célula — são parte de uma cascata de eventos que converte a ligação do 
hormônio ou neurotransmissor em resposta celular (i.e., faz a transdução 
do sinal). Dois dos mais amplamente reconhecidos sistemas de segun- 
dos mensageiros são o sistema cálcio/fosfatidilinositol (ver pág. 205) e o 
sistema da adenilato-ciclase (AC), que é especialmente importante para 
a regulação das vias do metabolismo intermediário. Ambos envolvem a 
ligação de ligantes, como adrenalina ou glucagon, a receptores especí- 
ficos na superfície externa da membrana plasmática. Esses receptores 
estão acoplados a proteínas G (RAPG). Tais receptores caracterizam-se 
por apresentar uma região extracelular, onde se acopla o ligante, sete 
hélices a transmembrana e um domínio intracelular que interage com 
proteínas G triméricas (Fig. 8.6). (Nota: a insulina, outro regulador-chave 
do metabolismo, liga-se a um receptor de membrana do tipo tirosina- 
-cinase [ver pág. 311] e não a um RAPG.) 
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D. Adenilato-ciclase 


O reconhecimento de um sinal químico por alguns receptores acoplados 
a proteínas G, como os receptores adrenérgicos dos tipos ß e @,, irá 
disparar um aumento ou uma redução na atividade da adenilato-cicla- 
se (AC). Essa é uma enzima ligada à membrana que converte ATP em 
3',5'-monofosfato de adenosina (também denominado AMP cíclico ou 
AMP0o). Esses sinais químicos são, com frequência, hormônios ou neu- 
rotransmissores que se ligam especificamente a um determinado tipo 
de receptor acoplado a uma proteína G. Desse modo, tecidos que res- 
pondem a mais de um sinal químico devem apresentar diversos RAPG 
diferentes, cada um dos quais podendo estar ligado à AC. 


: 


Proteínas reguladoras dependentes de trifosfato de guanosi- 
na. O efeito da ocupação pelo ligante do receptor acoplado a pro- 
teína G e sua consequente ativação sobre a formação do segundo 
mensageiro não é direto, mas mediado por proteínas triméricas (su- 
bunidades «a, B e y) especializadas, que se localizam na membrana 
celular. Essas proteínas, denominadas proteínas G por ligarem nu- 
cleotídeos di- e trifosfatados da guanosina (GDP, do inglês guanosine 
diphosphate; e GTP, do inglês guanosine triphosphate), formam um 
elo da cadeia de comunicação entre o receptor e a AC. Na forma 
inativa da proteína G, a subunidade a está ligada ao GDP (Fig. 8.7). A 
união do ligante ao receptor causa neste uma alteração conformacio- 
nal, disparando a troca desse GDP por GTP. A forma ligada ao GTP 
da subunidade a dissocia-se então das subunidades By, e move-se 
do receptor para a AC, modificando sua atividade. Muitas moléculas 
de proteína Ga ativa são formadas por um receptor ativado. (Nota: 
a capacidade de um hormônio ou neurotransmissor de estimular ou 
de inibir a AC depende do tipo de proteína Ga ligada ao receptor. 
Um tipo, denominado G,, estimula a AC [ver Fig. 8.7], enquanto outro 
tipo, denominado G, inibe a enzima [não mostrado].) As ações do 
complexo proteína Ga-GTP são de curta duração, pois a proteína 
Ga apresenta atividade GTPásica inerente, resultando na hidrólise 
rápida do GTP a GDP. Isso causa a inativação da proteína Ga, sua 
dissociação da AC e reassociação com o dimero By. 





Certas toxinas, como as produzidas pelo Vibrio cholerae (cólera) e pela 
Bordetella pertussis (coqueluche), causam ativação inapropriada da AC, 
por meio de modificação covalente (ADP-ribosilação) de diferentes pro- 
teínas G. No caso da cólera, a atividade GTPásica de Ga, é inibida nas 
células intestinais. No caso da coqueluche, a Ga, é inativada nas células 
do trato respiratório. 





Proteína-cinases. O próximo passo no sistema de segundo mensa- 
geiro usando AMPc é a ativação de uma família de enzimas chamadas 
proteina-cinases dependentes de AMPc, como a proteina-cinase A 
(PKA), mostrada na Figura 8.8. O AMPc ativa a PKA ligando-se a 
suas duas subunidades reguladoras, o que leva à liberação de suas 
duas subunidades catalíticas ativadas. Essas subunidades catalisam 
a transferência de fosfato do ATP para resíduos específicos de seri- 
na ou treonina em proteínas substratos dessa enzima. As proteínas 
fosforiladas podem atuar diretamente sobre canais iônicos da célula 
ou, se forem enzimas, podem tornar-se ativadas ou inibidas. (Nota: há 
diversos tipos de proteina-cinases não dependentes do AMPc, como, 
por exemplo, a proteina-cinase C, descrita na pág. 205.) 


Proteína-fosfatases. Os grupos fosfato que são adicionados a 
proteínas pelas proteina-cinases são removidos por proteina-fosta- 





O receptor, quando desocupado, 
não interage com a proteína G,. 


Espaço É Pee Hormônio ou 


neurotransmissor 
a Es 
Proteína G, com 


Membrana 
celular 





Citosol D 


O receptor, quando ocupado, sofre 

Ea uma alteração conformacional e 
interage com a subunidade «œ da 
proteína G,, que libera o GDP e 
liga GTP. 





3 A subunidade a da proteína G, 
se dissocia da subunidade By e 
ativa a adenilato-ciclase. 


Adenilato- 
rd 


E 


SAIDO A 





È CAMP + PP; 


Quando o hormônio não mais está 
presente, o receptor reverte para o 
estado basal. O GTP ligado à 
subunidade « é hidrolisado a GDP, 
a se reagrupaa Bye a 

den atos o ndo Cassano 


ii 


a 


a 





AAA 








Adenilato- 
-ciclase 
inativa 


= 
A 
-~ 


|- 
P; 











Figura 8.7 

O reconhecimento de sinais químicos 
por certos receptores de membrana 
dispara um aumento (ou, menos 
frequentemente, um decréscimo) na 
atividade da adenilato-ciclase. GDP e 
GTP = di- e trifosfato de guanosina; 
AMPc = monofosfato de adenosina 
cíclico. 
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Ações do monofosfato de 
adenosina cíclico (AMPc). 

(P) = fosfato; ADP = difosfato de 
adenosina; P, = fosfato inorgânico. 


Figura 8.9 

A. Glicólise, mostrada como uma 
das vias essenciais do metabolismo 
energético. B. Reações da glicólise 
aeróbia. C. Reações da glicólise 
anaeróbia. NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; P = fosfato. 


tases, enzimas que hidrolisam ésteres de fosfato (ver Fig. 8.8). Isso 
assegura que mudanças na atividade enzimática induzidas pela fos- 
forilação de proteínas não sejam permanentes. 


4. Hidrólise do AMPc. O AMPc é rapidamente hidrolisado a 5'-AMP 
pela fosfodiesterase do AMPc, que cliva a ligação 3',5'-fosfodiéster, 
a qual fechava um ciclo na molécula. O 5'-AMP não é uma mo- 
lécula de sinalização intracelular. Desse modo, os efeitos do neu- 
rotransmissor ou do hormônio mediados pelo aumento do AMPc 
terminam rapidamente se o sinal extracelular for removido. (Nota: 
a fosfodiesterase do AMPc é inibida por cafeína, um composto do 
tipo metilxantina.) 


Il. VISÃO GERAL DA GLICÓLISE 





A via glicolítica é utilizada em todos os tecidos para a quebra da glicose, com 
o objetivo de fornecer energia (na forma de ATP) e intermediários para outras 
vias metabólicas. A glicólise é o centro do metabolismo dos carboidratos, 
pois, no final das contas, praticamente todos os glicídeos - provenientes tan- 
to da dieta como de reações catabólicas ocorrendo no organismo - podem 
ser convertidos em glicose (Fig. 8.9A). O piruvato é o produto final da glicóli- 
se nas células com mitocôndrias e fornecimento adequado de O,. Essa série 
de 10 reações é denominada glicólise aeróbia, pois é necessário o O, para a 
reoxidação do NADH formado durante a oxidação do gliceraldeído-3-fosfato 
(Fig. 8.9B). A glicólise aeróbia prepara as condições necessárias para a des- 
carboxilação oxidativa do piruvato a acetil-CoA, o principal combustível do 
ciclo do ácido cítrico. Alternativamente, o piruvato é reduzido pelo NADH 
para formar lactato, reoxidando o NADH a NAD* (Fig. 8.9C). Essa conversão 
de glicose em lactato é denominada glicólise anaeróbia, pois pode ocorrer 
sem a participação do O,. A glicólise anaeróbia permite a produção de ATP 
em tecidos sem mitocôndrias (p. ex., os eritrócitos e partes do olho) ou em 
células em que o O, esteja em quantidade insuficiente (hipóxia). 


IV. TRANSPORTE DE GLICOSE 
PARA DENTRO DAS CELULAS 





A glicose não pode difundir diretamente para dentro das células, de modo 
que ela utiliza um dos dois seguintes possíveis mecanismos de transporte: 
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um sistema de transporte independente de sódio (Na”) e de ATP, ou um siste- 
ma de cotransporte monossacarídeo-Na”, dependente de ATP. 


A. Sistema de transporte independente de sódio e de ATP 


Esse sistema passivo é mediado por uma família de 14 isoformas de 
transportadores de glicose (GLUT, do inglês glucose transporter) en- 
contrados nas membranas celulares, designados GLUT-1 a GLUT-14. 
Esses transportadores são proteínas monoméricas localizadas na 
membrana, que se apresentam em dois estados conformacionais (Fig. 
8.10). A glicose extracelular liga-se ao transportador, que, então, altera 
sua conformação, transportando a glicose por difusão facilitada atra- 
vés da membrana celular. Esse transportador carrega uma molécula 
por vez (uniporter). 


1. Especificidade quanto ao tecido. Os GLUTs apresentam padrão 
de expressão com especificidade tecidual. Por exemplo, o GLUT-3 
é a principal isoforma nos neurônios. O GLUT-1 é abundante em 
eritrócitos e na barreira hematoencefálica, mas apresenta pouca ex- 
pressão nos músculos do adulto, enquanto o GLUT-4 é abundante 
nos tecidos muscular e adiposo. (Nota: o número de transportado- 
res ativos do tipo GLUT-4 nesses tecidos é aumentado pela insulina. 
[ver pág. 311 para uma discussão a respeito do papel da insulina no 
transporte da glicose].) O GLUT-2 é abundante no fígado, nos rins e 
nas células B pancreáticas. As demais isoformas de GLUT também 
apresentam distribuição com especificidade tecidual. 


2. Funções especializadas. Na difusão facilitada, o movimento da 
glicose mediado pelo transportador ocorre a favor do gradiente de 
concentração, ou seja, de uma concentração maior de glicose para 
uma menor; portanto, não há necessidade de energia. Por exemplo, 
GLUT-1, GLUT-3 e GLUT-4 estão envolvidos principalmente na cap- 
tação de glicose a partir do sangue. Em contrapartida, o GLUT-2, 
encontrado no fígado e nos rins, pode tanto transportar a glicose 
para dentro dessas células (quando os níveis de glicose no sangue 
estão altos) quanto transportar a glicose das células para o san- 
gue (quando os níveis sanguíneos de glicose estiverem baixos, por 
exemplo, no jejum). O GLUT-5 é singular, no sentido de que é o prin- 
cipal transportador para a frutose (em vez de glicose) no intestino 
delgado e nos testículos (ver pág. 87). 


B. Sistema de cotransporte com o sódio, dependente de ATP 


Esse processo, que é dependente de energia, transporta a glicose con- 
tra seu gradiente de concentração (i.e., de concentrações extracelulares 
mais baixas para concentrações intracelulares mais altas), ao mesmo 
tempo em que o Na* é transportado a favor de seu gradiente eletroquími- 
co. (Nota: esse gradiente é criado pela Na'-potássio (K*) ATPase [ver Fig. 
7.10, pág. 87].) Uma vez que esse processo de transporte ativo secun- 
dário requer a captação simultânea (simporte) de Na”, o transportador 
é um cotransportador de glicose dependente de sódio (SGLT, do inglês 
sodium-dependent glucose cotransporter). Esse tipo de cotransporte 
ocorre nas células epiteliais do intestino (ver pág. 87), dos túbulos renais 
e do plexo coroide. (Nota: o plexo coroide, parte da barreira hematoen- 
cefálica, também contém GLUT-1.) 


V. REAÇÕES DA GLICÓLISE 





A conversão de glicose em piruvato acontece em dois estágios (Fig. 8.11). 
As cinco primeiras reações da glicólise correspondem a uma fase de inves- 











Figura 8.10 

Representação esquemática do 
transporte facilitado de glicose 
através de uma membrana celular. 
(Nota: as proteínas transportadoras 
de glicose são monoméricas e 
contêm 12 hélices a transmembrana.) 
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Figura 8.11 

As duas fases da glicólise aeróbia. 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; ADP = difosfato 
de adenosina. 
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o timento de energia, em que as formas fosforiladas dos intermediários são 
C-H sintetizadas, à custa de gasto de ATP. As reações subsequentes da glicólise 
H-Ċ-OH constituem uma fase de produção de energia, em que ocorre a produção 
HO-Ç-H líquida de duas moléculas de ATP por molécula de glicose metabolizada, por 
H-Ç-OH fosforilação no nível do substrato (ver pág. 102). 
H-Ç-OH 
HRN A. Afosforilação da glicose 
p-Glicose ATP As moléculas de glicídeos fosforiladas não cruzam facilmente as mem- 
Herocinasa branas celulares, pois não há carreadores específicos na membrana 
Glicocinase para esses compostos; além disso, eles são muito polares para difundir 
ADP através da porção lipídica das membranas. A fosforilação irreversível da 
Tai glicose (Fig. 8.12), portanto, retém efetivamente o glicídeo na forma de 
H-6-0H glicose-6-fosfato citosólica, assegurando seu posterior metabolismo na 
Ho-6-H célula. Os mamíferos possuem quatro isoformas (l-IV) da enzima hexoci- 
H-G-0H nase, que catalisa a fosforilação da glicose a glicose-6-fosfato. 
ji 
H-Ç-OH 1. Hexocinaseslalll. Na maior parte dos tecidos, a fosforilação da 
H -C-0-B) glicose é catalisada por uma das três isozimas da hexocinase, que 
di ostato é uma das três enzimas reguladoras da glicólise (juntamente com 
a fosfofrutocinase e a piruvato-cinase). Essas isozimas são inibi- 
Figura 8.12 das pelo produto da reação, a glicose-6-fosfato, que se acumula 
` & E quando a metabolização dessa hexose-fosfato está reduzida. As 
Penais 7 hexocinases | a Ill apresentam uma baixa constante de Michaelis 
cinases utilizam ATP cômpléxa elo (Km) e, portanto, uma alta afinidade (ver pág. 59) pela glicose. Isso 
comiumilon;metálico divalerito. malè permite a fosforilação eficiente e o metabolismo posterior da gli- 
frequentemente o magnésio.) A cose, mesmo quando as concentrações teciduais de glicose es- 
ADP = difosfato de a denoslha: tiverem baixas (Fig. 8.13). Contudo, uma vez que essas isozimas 
@® = fosfato s apresentam uma baixa velocidade máxima ([V ma] ver pág. 57) para 
5 a glicose, elas não capturam fosfato celular na forma de glicose 
fosforilada ou fosforilam mais glicose do que a célula é capaz de 
utilizar. (Nota: essas isozimas apresentam especificidade ampla 
quanto ao substrato e são capazes de fosforilar diversas hexoses, 
além da glicose.) 
2. Hexocinase IV. Nas células do parênquima hepático e nas células 
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Figura 8.13 

Efeito da concentração de glicose 
sobre a velocidade da fosforilação, 
catalisada pela hexocinase e pela 
glicocinase. K,, = constante de 
Michaelis; Vmax = velocidade máxima. 


B pancreáticas, a glicocinase (a isozima hexocinase IV) é a enzima 
predominante na fosforilação da glicose. Nas células ß, a glicocina- 
se funciona como sensor de glicose, determinando o limiar para a 
secreção de insulina (ver pág. 309). (Nota: a hexocinase IV também 
funciona como um sensor de glicose nos neurônios do hipotálamo, 
desempenhando um papel-chave na resposta adrenérgica à hipo- 
glicemia; ver pág. 315). No fígado, a enzima facilita a fosforilação da 
glicose durante uma hiperglicemia. Ao contrário do que seu nome 
popular leva a crer, a glicocinase apresenta especificidade similar a 
de outras isozimas hexocinases. 


a. Cinética. Aglicocinase difere das hexocinases | a Ill quanto a 
diversas propriedades importantes. Por exemplo, ela apresenta 
um K,, muito maior, requerendo maior concentração de glicose 
para hemissaturação (ver Fig. 8.13). Desse modo, a glicocinase 
funciona apenas quando a concentração intracelular de glicose 
no hepatócito está elevada, como durante o breve período que 
se segue ao consumo de uma refeição rica em carboidratos, 
quando altas quantidades de glicose são levadas até o fígado 
por meio da veia porta. A glicocinase apresenta alta Vma» per- 
mitindo que o fígado remova de maneira eficiente o excesso 
de glicose fornecido pela circulação porta. Isso impede que 
grandes quantidades de glicose cheguem à circulação sistêmi- 
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ca após uma refeição rica em carboidratos e, assim, minimiza 
a hiperglicemia durante o período absortivo. (Nota: o GLUT-2 
assegura que a glicose sanguínea seja rapidamente equilibrada 
entre os dois lados da membrana do hepatócito.) 


b. Regulação. A atividade da glicocinase não é diretamente ini- 


bida pela glicose-6-fosfato, como ocorre com as demais hexo- 
cinases. Ela é, por outro lado, inibida indiretamente pela fruto- 
se-6-fosfato (que está em equilíbrio com a glicose-6-fosfato, 
um produto da glicocinase) e é indiretamente estimulada pela 
glicose (um substrato da glicocinase). A regulação é realizada 
pela ligação reversível à proteína reguladora da glicocinase 
(GKRP, do inglês glucokinase regulatory protein) hepática. Na 
presença de frutose-6-fosfato, a glicocinase liga-se fortemen- 
te à GKRP e é translocada ao núcleo, o que torna a enzima 
inativa (Fig. 8.14). Quando aumentam os níveis de glicose no 
sangue (e também no hepatócito, em consequência da função 
do GLUT-2), a glicose induz a liberação da glicocinase a partir 
da GKRP e a enzima retorna ao citosol, onde fosforila a glico- 
se, produzindo glicose-6-fosfato. (Nota: a GKRP é um inibidor 
competitivo do uso de glicose pela glicocinase.) 





A glicocinase funciona como um sensor de glicose no controle da ho- 
meostase da glicose plasmática. Mutações do gene da glicocinase que 
causam sua inativação são a causa de uma forma rara de diabetes, o 
diabetes tipo 2 do jovem, que se caracteriza por prejuízo na secreção de 
insulina e hiperglicemia. 





B. Isomerização da glicose-6-fosfato 


A isomerização da glicose-6-fosfato, com produção de frutose-6-fosfa- 
to, é catalisada pela fosfoglicose-isomerase (Fig. 8.15). A reação é facil- 
mente reversível e não é um passo limitante ou regulado. 


C. Fosforilação da frutose-6-fosfato 


A reação irreversível de fosforilação, catalisada pela fosfofrutocinase-1 
(PFK-1), é o mais importante ponto de controle e o passo limitante da ve- 
locidade da glicólise, além de ser a primeira reação comprometida com 
a via (Fig. 8.16). A PFK-1 é controlada pelas concentrações disponíveis 
de seus substratos, ATP e frutose-6-fosfato, e pelas substâncias regula- 
doras descritas a seguir. 


1. 


Regulação pelos níveis energéticos dentro da célula. A PFK-1 
é inibida alostericamente por níveis elevados de ATP, que atuam 
como sinal de “riqueza energética”, indicando abundância de com- 
postos de alta energia. Níveis elevados de citrato, um intermediário 
do ciclo do ácido cítrico (ver pág. 111), também inibem a PFK-1. 
(Nota: a inibição pelo citrato favorece a utilização de glicose para a 
síntese de glicogênio [ver pág. 126].) A PFK-1 é, por sua vez, ativa- 
da alostericamente por altas concentrações de AMP, que sinalizam 
depleção das reservas de energia da célula. 


Regulação pela frutose-2,6-bisfosfato. A frutose-2,6-bisfos- 
fato é o mais potente ativador da PFK-1 (ver Fig. 8.16), sendo 
capaz de ativar a enzima mesmo quando os níveis de ATP es- 
tão altos. Ela é produzida a partir da frutose-6-fosfato pela fos- 

















Figura 8.14 

Regulação da atividade da 
glicocinase pela proteína reguladora 
da glicocinase. GLUT = transportador 
de glicose. 





SET) 1 
1 
o 
I 


e ETS 5 E 
1 
E-0-0-0-0-0-0=0 
T 


Glicose-6-fosfato (aldose) 


H-Ç=0H 
c- 

ji 
ç- 
G-0H 
G-0H 
c 


-0-® 


Frutose-6-fosfato (cetose) 


1115 











Figura 8.15 

Isomerização aldose-cetose da 
glicose-6-fosfato em frutose-6- 
-fosfato. (P) = fosfato. 
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Fase de investimento de energia 
(continuação): conversão da frutose- 
-6-fosfato em trioses-fosfato. 

(P) = fosfato; AMP e 

ADP = monofosfato e difosfato de 
adenosina. 


fofrutocinase-2 (PFK-2). Ao contrário da PFK-1, a PFK-2 é uma 
proteína bifuncional, tendo tanto atividade de cinase, que produz 
frutose-2,6-bisfosfato, quanto atividade de fosfatase, que desfos- 
forila a frutose-2,6-bisfosfato e a converte novamente em fruto- 
se-6-fosfato. Na isozima hepática, a fosforilação da PFK-2 inativa 
o domínio cinase e ativa o domínio fosfatase (Fig. 8.17). O oposto 
é observado para a isozima cardíaca. A PFK-2 do músculo esque- 
lético não é regulada por modificação covalente. (Nota: a fruto- 
se-2,6-bisfosfato é um inibidor da frutose-1,6-bisfosfatase, uma 
enzima da gliconeogênese [ver pág. 121]. As ações recíprocas da 
frutose-2,6-bisfosfato sobre a glicólise [ativação] e a gliconeogê- 
nese [inibição] asseguram que essas vias não estejam completa- 
mente ativas ao mesmo tempo, prevenindo um ciclo fútil, em que 
a glicose seria convertida em piruvato, seguindo-se nova síntese 
de glicose a partir do piruvato.) 


a. Durante o estado alimentado. A diminuição nos níveis de 
glucagon, juntamente com níveis elevados de insulina, como 
ocorre após uma refeição rica em carboidratos, causa aumento 
na frutose-2,6-bisfosfato (a PFK-2 está desfosforilada) no figa- 
do e, portanto, na velocidade da glicólise (ver Fig. 8.17). Desse 
modo, a frutose-2,6-bisfosfato atua como sinal intracelular, in- 
dicando abundância de glicose. 


b. Durante o jejum. Em contrapartida, os níveis elevados 
de glucagon e os níveis baixos de insulina que ocorrem du- 
rante o jejum (ver pág. 327) causam uma redução da frutose- 
-2,6,bisfosfato hepática (a PFK-2 está fosforilada). Isso resulta 
na inibição da glicólise e na ativação da gliconeogênese. 











Uma razão insulina/glucagon elevada causa ATP AMPc 
uma diminuição no AMPc e redução nos é E 
níveis de proteína-cinase A ativa. 












Diminuição na atividade da proteína- 
-cinase A favorece a desfosforilação 
do complexo PFK-2/FBP-2. 





Enzima bifuncional 


2-Fosfoglicerato 











raio A PFK-2 desfostorilada é ativa, já a FBP-2 é 
Concentrações elevadas de frutose-2,6-bisfosfato ativam a PFK-1, inativa; isso favorece a produção da 
levando a um aumento na velocidade da glicólise. frutose-2,6-bisfosfato. 




















Figura 8.17 

Efeito de concentrações elevadas de insulina sobre a concentração intracelular de frutose-2,6-bisfosfato no fígado. 
PFK-2 = fosfofrutocinase-2; FBP-2 = frutose-2,6-bisfosfatase; AMP e ADP = monofosfato e difosfato de adenosina; 
AMPc = AMP cíclico; ® = fosfato. 
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D. Clivagem da frutose 1,6-bisfosfato 


A aldolase cliva a frutose-1,6-bisfosfato, produzindo di-hidroxiacetona- 
-fosfato (DHAP) e gliceraldeído-3-fosfato (ver Fig. 8.16). A reação é re- 
versível e não regulada. (Nota: a aldolase B, a isoforma hepática, tam- 
bém é capaz de clivar a frutose-1-fosfato e é importante no metabolismo 
da frutose da dieta [ver pág. 138].) 


Isomerização da di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP) 


A triose-fosfato-isomerase interconverte DHAP e gliceraldeído-3-fosfato 
(ver Fig. 8.16). A DHAP deve sofrer isomerização a gliceraldeído-3-fosfato 
para ser posteriormente metabolizada pela via glicolítica. Essa isomeri- 
zação resulta na produção líquida de duas moléculas de gliceraldeído-3- 
-fosfato pelos produtos da clivagem da frutose-1,6-bisfosfato. (Nota: a 
DHAP é também utilizada na síntese de triacilgliceróis [ver pág. 188].) 


Oxidação do gliceraldeído-3-fosfato 


A conversão do gliceraldeído-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG) 
pela gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase é a primeira reação de oxida- 
ção-redução da glicólise (Fig. 8.18). (Nota: uma vez que há apenas uma 
quantidade limitada de NAD* na célula, o NADH produzido nessa reação 
deve ser reoxidado para que a glicólise continue. Os dois principais me- 
canismos para a oxidação do NADH a NAD’ são a redução do piruvato a 
lactato pela lactato desidrogenase [LDH] [glicólise anaeróbia; ver pág. 96] 
e a cadeia transportadora de elétrons [CTE; glicólise aeróbia; ver pág. 74]. 
Uma vez que o NADH não pode cruzar a membrana interna da mitocôn- 
dria, a CTE requer lançadeiras de elétrons [lançadeira do malato-aspartato 
e lançadeira do glicerol-3-fosfato] para mover os equivalentes redutores 
do NADH para dentro da matriz mitocondrial [ver pág. 79].) 


1. Síntese do 1,3-bisfosfoglicerato. A oxidação do grupo aldeído 
do gliceraldeído-3-fosfato a um grupo carboxila está acoplada à 
ligação de um P, a esse grupo carboxila. Esse grupo fosfato, unido 
ao carbono 1 do produto 1,3-BPG por uma ligação de alta energia 
(ver pág. 73), conserva grande parte da energia livre (ver pág. 69) 
produzida pela oxidação do gliceraldeído-3-fosfato. Esse fosfato 
de alta energia possibilita a síntese de ATP na próxima reação da 
glicólise. 


2. Intoxicação por arsênio. A toxicidade do arsênio é devida prin- 
cipalmente à inibição pelo arsênio trivalente (arsenito) de enzimas 
que requerem ácido lipoico como coenzima, como é o caso do 
complexo da piruvato desidrogenase (PDHC, do inglês pyruvate 
dehydrogenase complex) (ver pág. 110). No entanto, o arsênio pen- 
tavalente (arsenato) também pode impedir a produção líquida de 
ATP e de NADH durante a glicólise, sem a inibição da via em si. 
Isso ocorre porque o arsenato compete com o P, como substrato 
da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, formando um complexo 
que hidrolisa espontaneamente, para produzir 3-fosfoglicerato (ver 
Fig. 8.18). Por passar ao largo da síntese e da transferência do fos- 
fato do 1,3-BPG, a célula é privada da energia normalmente obtida 
na via glicolítica. (Nota: o arsenato também compete com o P, pela 
ligação ao domínio F, da ATP-sintase [ver pág. 78], resultando na 
formação de ADP-arsenato, que é rapidamente hidrolisado.) 


3. Síntese de 2,3-bisfosfoglicerato nos eritrócitos. Parte do 
1,3-BPG é convertida em 2,3-BPG pela ação da bisfosfoglicerato- 
-mutase (ver Fig. 8.18). O 2,3-BPG, encontrado apenas em quan- 
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Figura 8.18 

Fase de produção de energia: 
conversão de gliceraldeído-3-fosfato 
em piruvato. NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; (P) = fosfato; 
P, = fosfato inorgânico; ~ = ligação de 
alta energia; ADP = difosfato 

de adenosina. 
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Figura 8.19 

Modificação covalente da piruvato- 
-cinase hepática resulta na inativação 
da enzima. AMPc = monofosfato de 
adenosina cíclico; 

PEP = fosfoenolpiruvato; 

® = fosfato; PP, = pirofosfato; 

ADP = difosfato de adenosina. 


tidades-traço na maior parte das células, está presente em alta 
concentração nos eritrócitos, onde aumenta a liberação de O, (ver 
pág. 31). O 2,3-BPG é hidrolisado por uma fosfatase, produzindo 
3-fosfoglicerato, outro intermediário da glicólise (ver Fig. 8.18). Nos 
eritrócitos, a glicólise é modificada pela inclusão desse “desvio” de 
reações. 


. Síntese de 3-fosfoglicerato e produção de ATP 


Quando o 1,3-BPG é convertido em 3-fosfoglicerato, o grupo fosfato de 
alta energia do 1,3-BPG é utilizado na síntese de ATP a partir de ADP 
(ver Fig. 8.18). Essa reação é catalisada pela fosfoglicerato-cinase, que, 
ao contrário da maior parte das demais cinases, é fisiologicamente re- 
versível. Uma vez que duas moléculas de 1,3-BPG são produzidas para 
cada molécula de glicose que entra na via glicolítica, a reação dessa 
cinase repõe as duas moléculas de ATP consumidas na formação inicial 
de glicose-6-fosfato e frutose-1,6-bisfosfato. (Nota: esse é um exemplo 
de fosforilação no nível do substrato, em que a energia necessária para a 
produção de um fosfato de alta energia vem de um substrato, em vez de 
resultar da CTE; ver o item J a seguir e a pág. 113 para outros exemplos.) 


« Troca da posição do grupo fosfato 


A mudança do grupo fosfato do carbono 3 para o carbono 2 do fosfogli- 
cerato pela fosfoglicerato-mutase é livremente reversível. 


Desidratação do 2-fosfoglicerato 


A desidratação do 2-fosfoglicerato pela enolase redistribui a energia 
dentro da molécula do substrato, resultando na formação do fosfoe- 
nolpiruvato (PEP, do inglês phosphoenolpyruvate), que contém um enol 
fosfato de alta energia (ver Fig. 8.18). A reação é reversível, apesar de o 
produto ser um composto de alta energia. (Nota: o fluoreto inibe a enola- 
se, e a fluoretação da água reduz a produção de lactato pelas bactérias 
na boca, reduzindo a incidência de cáries dentárias; ver pág. 405.) 


Síntese de piruvato e produção de ATP 


A conversão do PEP em piruvato, catalisada pela piruvato-cinase (PK), é 
a terceira reação irreversível da glicólise. O enol-fosfato de alta energia 
no PEP é utilizado para sintetizar ATP a partir de ADP e é outro exemplo 
de fosforilação no nível do substrato (ver Fig. 8.18). 


1. Regulação por proação. A PK é ativada pela frutose-1,6-bisfos- 
fato, o produto da reação da PFK-1. Essa regulação por proação 
(em vez da mais comum, por retroalimentação) tem o efeito de unir 
as atividades das duas cinases: o aumento na atividade da PFK-1 
resulta em níveis elevados de frutose-1,6-bisfosfato, ativando a PK. 
(Nota: a PK é inibida pelo ATP) 


2. Regulação covalente no fígado. A fosforilação pela PKA (de- 
pendente de AMPc) leva à inativação da isozima hepática da PK 
(Fig. 8.19). Quando os níveis sanguíneos de glicose estão baixos, 
os níveis elevados de glucagon induzem um aumento nos níveis in- 
tracelulares de AMPc, o que leva à fosforilação e à inativação da PK 
apenas no fígado. Desse modo, o PEP não consegue prosseguir 
na via glicolítica, entrando, então, na via da gliconeogênese. Isso 
explica, em parte, a inibição da glicólise hepática e a estimulação da 
gliconeogênese observadas em resposta ao glucagon. A desfosfo- 
rilação da PK por uma fosfoproteina-fosfatase resulta na reativação 
da enzima. 
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3. 


Deficiência da piruvato-cinase. Uma vez que eritrócitos maduros 
não apresentam mitocôndrias, eles são completamente dependen- 
tes da glicólise para a produção de ATP. O ATP é necessário para 
satisfazer as necessidades metabólicas dos eritrócitos e para forne- 
cer energia para as bombas iônicas necessárias para a manutenção 
do formato bicôncavo flexível que permite a essas células compri- 
mirem-se ao passarem por capilares estreitos. A anemia observada 
na deficiência de enzimas glicolíticas é consequência da redução da 
velocidade da glicólise, levando à diminuição na produção de ATP 
pela fosforilação no nível do substrato. As alterações resultantes na 
membrana dos eritrócitos levam a mudanças no formato celular e, 
por fim, à fagocitose por células do sistema fagocitário mononucle- 
ar, em especial por macrófagos esplênicos. A lise e a morte prema- 
tura dos eritrócitos resultam em anemia hemolítica não esferocítica 
de leve a grave, com a forma grave necessitando de transfusões 
regulares. Entre os pacientes com defeitos genéticos raros das en- 
zimas glicolíticas, a maioria deles tem uma deficiência na PK. (Nota: 
a PK hepática é codificada pelo mesmo gene que a isozima dos 
eritrócitos. Contudo, as células hepáticas não apresentam os mes- 
mos efeitos, pois podem sintetizar mais PK e podem também gerar 
ATP pela fosforilação oxidativa.) A gravidade depende tanto do grau 
de deficiência enzimática (geralmente 5 a 35% dos níveis normais) 
quanto da capacidade dos eritrócitos de compensarem o problema 
sintetizando níveis elevados de 2,3-BPG (ver pág. 31). Quase todos 
os indivíduos com deficiência de PK possuem uma enzima mutante 
que apresenta propriedades anormais, alterações na cinética enzi- 
mática ou redução na estabilidade (Fig. 8.20). Indivíduos heterozigo- 
tos para a deficiência da PK apresentam resistência às formas mais 
graves de malária. 











A expressão tecido-especifica da PK nos eritrócitos e no fígado resulta 
da utilização de diferentes sítios de início da transcrição (ver pág. 473) 
do gene que codifica esta enzima. 





K. Redução do piruvato a lactato 


O lactato, formado a partir do piruvato pela ação da LDH, é o produto 
final da glicólise anaeróbia nas células eucarióticas (Fig. 8.21). A redução 
a lactato é o principal destino do piruvato em tecidos pouco vasculari- 
zados (p. ex., o cristalino e a córnea do olho e a medula renal) ou nos 
eritrócitos, que não possuem mitocôndrias. 


i 


Formação de lactato no músculo. No músculo esquelético em 
exercício, a produção de NADH (pela gliceraldeído-3-fosfato-desi- 
drogenase e pelas três desidrogenases dependentes de NAD” do ci- 
clo do ácido cítrico; ver pág. 113) excede a capacidade oxidativa da 
cadeia respiratória. Isso resulta em aumento na razão NADH/NAD”, 
favorecendo a redução de piruvato a lactato pela LDH. Portanto, du- 
rante o exercício intenso, o lactato se acumula no músculo, causan- 
do diminuição no pH intracelular, podendo levar a cãibras.” Muito 
desse lactato acabará difundindo para a corrente sanguínea, poden- 
do ser utilizado pelo fígado para produzir glicose (ver pág. 118). 


*N. de T. Evidências a respeito do envolvimento do ácido láctico na cãibra muscular 
são pouco convincentes. Outras possibilidades sugeridas para a cãibra muscular du- 
rante o exercício seriam um desequilíbrio nas concentrações de eletrólitos induzido 
pela sudorese ou hiperatividade do arco reflexo nervo-músculo. 
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Figura 8.20 

Alterações observadas em várias 
formas mutantes da piruvato-cinase. 
K,, = constante de Michaelis; 

V max = Velocidade máxima; 

ADP = difosfato de adenosina. 
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Figura 8.21 

Interconversão de piruvato em lactato 
pela /actato-desidrogenase (LDH). 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo. 
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Figura 8.22 

Resumo da glicólise anaeróbia. 
Reações envolvendo a produção 
ou o consumo de ATP ou de 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
(NADH) estão indicadas. As três 
reações irreversíveis da glicólise são 
mostradas com setas grossas. 
DHAP = di-hidroxiacetona-fosfato; 
ADP = difosfato de adenosina; 

P = fosfato. 
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Utilização do lactato. O sentido da reação da LDH depende das 
concentrações intracelulares relativas de piruvato e lactato e da ra- 
zão NADH/NAD” na célula. Por exemplo, no fígado e no coração, a 
razão NADH/NAD' é mais baixa que no músculo em exercício. Con- 
sequentemente, fígado e coração oxidam lactato (obtido a partir do 
sangue), produzindo piruvato. No fígado, o piruvato pode ser con- 
vertido em glicose, pela gliconeogênese, ou pode produzir acetil- 
-CoA, que é oxidada no ciclo do ácido cítrico. O músculo cardíaco 
oxida lactato exclusivamente a dióxido de carbono e água, via ciclo 
do ácido cítrico. 


Acidose láctica. Concentrações elevadas de lactato no plasma 
— condição denominada acidose láctica (um tipo de acidose me- 
tabólica) - ocorrem quando há um colapso do sistema circulatório, 
como no infarto do miocárdio, na embolia pulmonar, na hemorragia 
não controlada ou quando o indivíduo está em choque. A falha em 
levar quantidades adequadas de O, aos tecidos resulta em prejuízo 
na fosforilação oxidativa e em diminuição na síntese de ATP. Para 
sobreviver, as células passam a contar com a glicólise anaeróbia 
para gerar ATP, produzindo ácido láctico como produto final. (Nota: 
a produção de quantidades, ainda que escassas, de ATP pode sig- 
nificar a sobrevivência da célula durante o período necessário para 
o restabelecimento de um fluxo adequado de sangue para os te- 
cidos.) O aumento no O, necessário para a recuperação, após um 
período em que a sua disponibilidade foi inadequada, é denomina- 
do débito de O,. (Nota: o débito de oxigênio está frequentemente 
relacionado à morbidade ou à mortalidade de pacientes. Em muitas 
situações clínicas, a medida dos níveis sanguíneos de ácido láctico 
fornece uma detecção rápida e precoce do débito de O, no pacien- 
te, servindo também para monitorar sua recuperação.) 


L. Produção de energia com a glicólise 


Apesar da produção de certa quantidade de ATP pela fosforilação no 
nível do substrato durante a glicólise, os produtos finais, piruvato ou 
lactato, ainda retêm a maior parte da energia originalmente contida na 
glicose. O ciclo do ácido cítrico é necessário para liberar completamente 
essa energia (ver pág. 109). 


i 


Glicólise anaeróbia. Um rendimento líquido de duas moléculas 
de ATP é obtido para cada molécula de glicose convertida em duas 
moléculas de lactato (Fig. 8.22). Não há produção ou consumo líqui- 
do de NADH. 


Glicólise aeróbia. A produção de ATP é a mesma que aquela da 
glicólise anaeróbia, ou seja, um ganho líquido de dois ATPs por mo- 
lécula de glicose. Duas moléculas de NADH são também produ- 
zidas para cada molécula de glicose. A continuidade da glicólise 
aeróbia requer a oxidação da maior parte desse NADH pela CTE, 
produzindo aproximadamente três ATPs para cada molécula de 
NADH que chega à cadeia (ver pág. 77). (Nota: o NADH não é capaz 
de cruzar a membrana interna da mitocôndria, sendo necessários 
mecanismos de lançadeiras de elétrons [ver pág. 79].) 


VI. REGULAÇÃO HORMONAL 





A regulação da atividade de enzimas glicolíticas que catalisam reações irre- 
versíveis por ativadores/inibidores alostéricos ou por modificação covalente 
via fosforilação/desfosforilação é de curto prazo (i.e., os efeitos ocorrem em 
uma escala de tempo de minutos ou horas). Sobrepostos a esses efeitos 
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sobre a atividade de moléculas enzimáticas preexistentes, estão os efeitos 
hormonais a longo prazo sobre o número de novas moléculas enzimáticas. 
Esses efeitos sobre a síntese de enzimas podem resultar em aumentos na 
atividade enzimática de 10 a 20 vezes, que ocorrem geralmente ao longo de 
horas a dias. O consumo regular de refeições ricas em carboidratos ou a ad- 
ministração regular de insulina determinam um aumento nas quantidades de 
glicocinase, PFK-1 e PK no fígado (Fig. 8.23). Essas mudanças refletem um 
aumento na transcrição gênica, resultando em aumento na síntese dessas 
enzimas. A maior disponibilidade dessas três enzimas favorece a conver- 
são de glicose em piruvato, uma característica do estado absortivo (ver pág. 
321). (Nota: os efeitos da insulina e de carboidratos [especificamente de gli- 
cose] sobre a transcrição são mediados por fatores de transcrição, a proteina 
1c de ligação ao elemento regulador de esteroides e a proteína de ligação ao 
elemento de resposta a carboidratos, respectivamente. Tais fatores também 
regulam a transcrição de genes envolvidos na síntese de ácidos graxos [ver 
pág. 184].) Por sua vez, quando o glucagon plasmático está alto e a insulina 
está baixa (p. ex., no jejum e no diabetes), a expressão gênica dessas três 
enzimas está diminuída. 


VII. DESTINOS ALTERNATIVOS DO PIRUVATO 





O piruvato pode ser metabolizado produzindo outros produtos além do lactato. 


A. Descarboxilação oxidativa a acetil-CoA 


A descarboxilação oxidativa do piruvato pelo PDHC é uma via importan- 
te nos tecidos com alta capacidade oxidativa, como o músculo cardíaco 
(Fig. 8.24). O PDHC converte irreversivelmente o piruvato, produto final 
da glicólise aeróbia, em acetil-CoA, um combustível para o ciclo do áci- 
do cítrico (ver pág. 109) e fonte de carbonos para a sintese de ácidos 
graxos (ver pág. 183). 


B. Carboxilação a oxalacetato 


A carboxilação do piruvato a oxalacetato pela piruvato-carboxilase é 
uma reação dependente de biotina (ver Fig. 8.24). Essa reação irreversi- 
vel é importante, pois repõe os intermediários do ciclo do ácido cítrico e 
fornece substrato para a gliconeogênese (ver pág. 118). 


C. Redução a etanol (microrganismos) 


A redução de piruvato em etanol ocorre por meio de duas reações, mos- 
tradas resumidamente na Figura 8.24. A descarboxilação do piruvato em 
acetaldeído pela piruvato-descarboxilase, uma enzima que requer tiami- 
na, ocorre em leveduras e em certos outros microrganismos, mas não 
em humanos. 





(5 Í E 
VIII. RESUMO DO CAPITULO 





A maior parte das vias pode ser classificada como catabólica (degrada mo- 
léculas complexas em poucos produtos simples, com produção de ATP) ou 
anabólica (sintetiza produtos finais complexos a partir de precursores simples, 
com hidrólise de ATP). A velocidade de uma via metabólica pode responder a 
sinais reguladores intracelulares, como ativadores ou inibidores alostéri- 
cos. A sinalização entre células fornece uma maneira de integrar o metabolis- 
mo. A mais importante forma para esse tipo de comunicação é a sinalização 
química (p. ex., por meio de hormônios ou neurotransmissores). Moléculas 











© <——REFOD 


Glicose-6-P 
+t 
Frutose-6-P 
Fosfofruto- © <~ ED 
Eco © < Glucagon | 


Frutose-1,6-bisfosfato 


Gliceraldeído-3-P $5 Di-hidroxi- 
| -acetona-P 


1,3-Bisfosfoglicerato 


v 
3-Fosfoglicerato 
4 
2-Fosfoglicerato 


4t 
Fosfoenolpiruvato 


o ~AN 
O < CTD 


Piruvato 
W 


Piruvato- 
-cinase 








Lactato 





Figura 8.23 

Efeito da insulina e do glucagon sobre 
a expressão de enzimas-chave 

da glicólise no fígado. P = fosfato. 
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que funcionam como segundos mensageiros fazem a transdução do sinal quí- 
mico (hormônio ou neurotransmissor) em respostas intracelulares adequadas. A 
adenilato-ciclase (AC) é uma enzima da membrana que sintetiza monofosfato 
de adenosina cíclico (AMPc) em resposta a sinais químicos, como os hormô- 
nios glucagon e adrenalina. Após a ligação de um hormônio a seu receptor 
acoplado a uma proteína G, na superfície celular, uma proteína regulatória 
dependente de trifosfato de guanosina (proteína G) é ativada e, por sua vez, 
ativa a AC. O AMPc produzido ativa a proteina-cinase A, que fosforila um con- 
junto de enzimas, provocando a ativação ou a desativação dessas enzimas. A 
fosforilação é revertida por fosfatases. A glicólise aeróbia, cujo produto final 
é o piruvato, ocorre em células com mitocôndrias e com suprimento adequado 
de oxigênio (O,; Fig. 8.25). A glicólise anaeróbia, cujo produto final é o ácido 
láctico, ocorre em células desprovidas de mitocôndrias ou em células que não 
apresentam suprimento suficiente de O,. A glicose é transportada passivamen- 
te através das membranas por uma entre 14 isoformas de transportadores de 
glicose (GLUTs). O GLUT-1 é abundante em eritrócitos e no encéfalo, o GLUT-4 
(que é dependente de insulina) é encontrado no músculo e no tecido adiposo, 
e o GLUT-2 é encontrado no figado, nos rins e nas células do pâncreas. A oxi- 
dação da glicose até piruvato (glicólise; ver Fig. 8.25) ocorre em dois estágios: 
uma fase de investimento de energia, na qual intermediários fosforilados são 
sintetizados à custa de ATP, e uma fase de produção de energia, na qual o ATP 
é produzido pela fosforilação no nível do substrato. Na fase de investimento 
de energia, a glicose é fosforilada pela hexocinase (encontrada na maior parte 
dos tecidos) ou pela glicocinase (uma hexocinase encontrada em hepatócitos 
e nas células  pancreáticas). A hexocinase apresenta alta afinidade (baixo 
Kn) pela glicose e baixa velocidade máxima (V) e é inibida pela glicose-6- 
-fosfato. A glicocinase apresenta um alto K,, e alta Vma para a glicose. Essa 
enzima é regulada indiretamente pela frutose-6-fosfato (que a inibe) e pela 
glicose (que a ativa) por meio da proteina reguladora da glicocinase. A gli- 
cose-6-fosfato é isomerizada, produzindo frutose-6-fosfato, que é fosforila- 
da pela fosfofrutocinase-1 (PFK-1), produzindo frutose-1,6-bisfosfato. Essa 
enzima é inibida alostericamente por ATP e por citrato e ativada por AMP. A 
frutose 2,6-bisfosfato, cuja síntese pela enzima bifuncional fosfofrutocina- 
se-2 (PFK-2) é estimulada no fígado pela insulina e inibida pelo glucagon, é o 
mais potente ativador alostérico da PFK-1. Um total de dois ATPs são utiliza- 
dos nessa fase da glicólise. A frutose-1,6-bisfosfato é clivada, formando duas 
trioses posteriormente metabolizadas pela via glicolítica, produzindo piruvato. 
Durante esta fase, quatro ATPs e duas moléculas de nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo (NADH) são produzidos por molécula de glicose. O passo final 
na síntese de piruvato a partir do fosfoenolpiruvato é catalisado pela piruvato- 
-cinase (PK). Essa enzima é ativada alostericamente pela frutose-1,6-bisfosfa- 
to, e a isozima hepática é inibida por modificação covalente pelo glucagon, via 
cascata do AMPc. A deficiência da PK é responsável pela maioria dos defeitos 
herdados em enzimas glicolíticas. Os efeitos restringem-se aos eritrócitos e 
apresentam-se como uma anemia hemolítica não esferocítica crônica, que 
pode ser de amena a grave. A transcrição gênica de enzimas glicolíticas é 
estimulada pela insulina e pela glicose. Na glicólise anaeróbia, o NADH é reo- 
xidado a NADº pela redução de piruvato a lactato, que é catalisada pela lacta- 
to-desidrogenase. Isso ocorre em células que não apresentam mitocôndrias, 
como os eritrócitos, e em tecidos em que a produção de NADH excede a capa- 
cidade oxidativa da cadeia respiratória, como no músculo em exercício. Con- 
centrações elevadas de lactato no plasma (acidose láctica) ocorrem em casos 
de colapso do sistema circulatório ou choque. O piruvato também pode ser 1) 
descarboxilado oxidativamente a acetil-CoA pela piruvato-desidrogenase; 
2) carboxilado a oxalacetato (um intermediário do ciclo do ácido cítrico) pela 
piruvato-carboxilase; ou 3) reduzido a etanol pela piruvato-descarboxilase 
de microrganismos. 
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Figura 8.25 


Mapa de conceitos-chaves para a glicólise. NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; AMPc = monofosfato 
de adenosina cíclico; CoA = coenzima A; CO, = dióxido de carbono. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


8.1 Qual das seguintes alternativas melhor descreve o ní- 
vel de atividade e o estado de fosforilação das enzimas 
hepáticas listadas em um indivíduo que consumiu uma 
refeição rica em carboidratos cerca de uma hora atrás? 
PFK-1 = fosfofrutocinase-1; PFK-2 = fosfofrutocinase-2; 
(P) = fosforilada. 






Escolha PFK-1 PFK-2 Piruvato-cinase 


|  |Ativdade| ® | Atividade] © [Atividade © | 
Ata  |Sim|Baixa |Sim|Baxa |si 

[Alta Não | Alta No | Alta Não 
[Ata Sim [Ata Sim [Ata Sim 


































8.2 Qual das seguintes afirmações é verdadeira apenas para 
vias anabólicas? 


A. Suas reações irreversíveis (que não alcançam o equi- 
líbrio) são reguladas. 
B. São chamadas ciclos quando regeneram um inter- 
mediário. 
C. São convergentes e geram uns poucos produtos 
simples. 
D. São sintéticas e necessitam de energia. 
E. Geralmente, essas vias requerem coenzimas oxida- 
das. 
8.3 Comparado com o estado de repouso, o músculo es- 
quelético em contração vigorosa apresenta: 
Redução na razão AMP/ATP. 
Redução nos níveis de frutose-2,6-bisfosfato. 
Diminuição na razão NADH/NAD". 
Aumento na disponibilidade de oxigênio. 
Aumento na redução de piruvato a lactato. 


mooom» 


8.4 


> 


captação de glicose por: 

células do encéfalo ocorre por transporte ativo (re- 

quer energia). 

B. células da mucosa intestinal requer insulina. 

C. células hepáticas ocorre via difusão facilitada, envol- 
vendo um transportador de glicose. 

D. a maior parte das células ocorre via difusão simples, 
contra um gradiente de concentração. 

8.5 Considerando que o K,, da glicocinase para a glicose é 
de 10 mM, enquanto o da hexocinase é de 0,1 mM, qual 
isozima se aproximará mais da Vma em concentrações 
normais de glicose no sangue, que são de 5 mM? 


a 


8.6 Em pacientes com coqueluche, a Ga, está inibida. Como 
isso leva a um aumento no monofosfato de adenosina 
cíclico (AMPc)? 


Resposta correta = C. Imediatamente após uma refeição, a glicemia 
ea captação hepática de glicose aumentam. A glicose é fosforilada 
a glicose-6-fosfato e usada na glicólise. Em resposta a um aumento 
na glicose sanguínea, a relação insulina/glucagon aumenta. Como 
resultado, o domínio cinase da PFK-2 é desfosforilado e ativado. Seu 
produto, a frutose-2,6-bisfosfato, ativa alostericamente a PFK-1. (A 
PFK-1 não é regulada por modificação covalente.) Uma vez ativada, 
a PFK-1 produz frutose-1,6-bisfosfato, que ativa por proação a piru- 
vato-cinase. A piruvato-cinase hepática é regulada por modificação 
covalente, e um aumento na insulina favorece sua desfosforilação 
e ativação. 


Resposta correta = D. Processos anabólicos são processos de sinte- 
se e requerem energia (endergônicos). As afirmativas A e B aplicam- 
-se tanto a processos anabólicos quanto catabólicos, enquanto C e 
E aplicam-se apenas a processos catabólicos. 


Resposta correta = E. A contração vigorosa do músculo esquelético 
mostra um aumento na redução de piruvato a lactato, quanto compa- 
rado com o músculo em repouso. Os níveis de nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo (NADH) reduzido aumentam e excedem a capacidade 
oxidativa da cadeia transportadora de elétrons. Consequentemente, 
os níveis de monofostato de adenosina (AMP, do inglês adenosine 
monophosphate) aumentam. A concentração de frutose-2,6-bisfos- 
fato não é um regulador-chave no músculo esquelético. 


Resposta correta = C. A captação de glicose no fígado, no encé- 
falo, no músculo e no tecido adiposo ocorre a favor do gradiente 
de concentração, e a difusão é facilitada por transportadores de gli- 
cose (GLUT) específicos quanto aos tecidos. Nos tecidos adiposo 
e muscular, a insulina é necessária para a captação de glicose. O 
movimento de glicose contra um gradiente de concentração requer 
energia e pode ser observado com o cotransportador-1 de sódio e 
glicose (SGLT1, do inglês sodium-dependent glucose cotranspor- 
ter 1) das células da mucosa intestinal. 


Resposta correta = Hexocinase. O K, (constante de Michaelis) é a 
concentração de substrato em que se observa metade da V, a, (velo- 
cidade máxima). Quando a concentração de glicose no sangue é de 
5 mM, a hexocinase (K,, = 0,1 mM) estará saturada, mas a glicocina- 
se (K, = 10 mM) não. 


As proteínas G do tipo Ga; inibirão a adenilato-ciclase (AC) quando 
um ligante se associar aos receptores aos quais essas proteínas G 
estão acopladas. Se Ga, for inibida pela toxina pertussis, a produção 
de AMPc pela AC será ativada de forma inapropriada. 





Ciclo do ácido 
citrico e complexo 





da piruvato-desidrogenase 


I. VISÃO GERAL DO CICLO 





O ciclo do ácido cítrico (ou ciclo do ácido tricarboxílico ou ciclo de Krebs 
[CK]) desempenha diversos papéis no metabolismo. É a via final para onde 
converge o metabolismo oxidativo de carboidratos, aminoácidos e ácidos 
graxos, em que seus esqueletos carbonados são convertidos em dióxido de 
carbono (CO,), como mostrado na Figura 9.1. Essa oxidação fornece energia 
para a produção da maior parte do ATP na maioria dos animais, incluindo 
humanos. Como o ciclo do ácido cítrico ocorre completamente na mitocôn- 
dria, ele situa-se próximo à cadeia transportadora de elétrons (CTE; ver pág. 
73), que oxida as coenzimas reduzidas nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
(NADH) e flavina-adenina-dinucleotídeo (FADH,) produzidas pelo ciclo. O ci- 
clo do ácido cítrico é uma via do metabolismo aeróbio, pois o O, é neces- 
sário como aceptor final dos elétrons. Algumas reações, como o catabolismo 
de determinados aminoácidos, produzem intermediários do ciclo e são de- 
nominadas reações anapleróticas (do grego “que repõe”). O ciclo do ácido 
cítrico também fornece intermediários para uma série de reações anabólicas 
importantes, como a formação de glicose a partir dos esqueletos carbona- 
dos de certos aminoácidos e a síntese de alguns aminoácidos (ver pág. 267) 
e do heme (ver pág. 278). Portanto, esse ciclo não deve ser visto como um 
sistema fechado, mas sim como um ciclo de tráfego, com compostos que 
entram e saem de acordo com as necessidades do organismo. 


Il. REAÇÕES DO CICLO 





No ciclo do ácido cítrico, o oxalacetato (OAA) é inicialmente condensado 
com um grupo acetila, originário da acetil-coenzima A (acetil-CoA), e é rege- 
nerado quando o ciclo se completa (ver Fig. 9.1). Dois átomos de carbono 
entram no ciclo na forma de acetil-CoA e o deixam na forma de CO,. Desse 
modo, a entrada de uma acetil-CoA em uma volta do ciclo do ácido cítrico 
não leva à produção ou ao consumo efetivo de intermediários. 


A. Produção de acetil-CoA 


A principal fonte de acetil-CoA para o ciclo do ácido cítrico é a descarbo- 
xilação oxidativa do piruvato pelo multienzimático complexo da piruvato- 


Oxalacetato i Citrato 

Malato De 
bo, 

Fumarato a-Cetoglutarato 








N co, 


Succinato | Succinil-CoA 
SA 





Figura 9.1 

O ciclo do ácido cítrico, mostrado 
como parte das vias centrais do 
metabolismo energético. (Nota: ver 
Fig. 8.2, pág. 92, para uma visão mais 
detalhada desses processos.) 

CO, = dióxido de carbono; 

CoA = coenzima A. 
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-desidrogenase (PDHC, do inglês pyruvate dehydrogenase complex). O 
PDHC, que será descrito abaixo, não é, contudo, um componente do 
ciclo do ácido cítrico. O piruvato, produto final da glicólise aeróbia, é 
transportado do citosol para a matriz mitocondrial pelo carreador mi- 
tocondrial de piruvato da membrana mitocondrial interna. Na matriz, o 
PDHC converte piruvato em acetil-CoA. (Nota: a oxidação de ácidos gra- 
xos é outra fonte de acetil-CoA [ver pág. 192].) 


1. Enzimas componentes do complexo da PDH. O PDHC é um 
agregado proteico de múltiplas cópias de três enzimas, a piruvato- 
-descarboxilase ([E1], às vezes chamada de piruvato-desidrogenase), 
a di-hidrolipoil-transacetilase (E2) e a di-hidrolipoil-desidrogenase 
(E3). Cada uma delas catalisa uma parte da reação global (Fig. 9.2). A 
associação física dessas enzimas une as reações na sequência apro- 
priada, sem a liberação dos intermediários. Além das enzimas parti- 
cipantes na conversão do piruvato em acetil-CoA, o PDHC também 
possui duas enzimas regulatórias, a piruvato-desidrogenase-cinase 
(PDH-cinase) e a piruvato-desidrogenase-fosfatase (PDH-fosfatase). 


2. Coenzimas. O PDHC contém cinco coenzimas que atuam como 
carreadores ou como oxidantes para os intermediários das reações 
mostradas na Figura 9.2. A E1 requer tiamina-pirofosfato (TPP), a E2 
requer ácido lipoico e CoA e a E3 requer FAD e NAD*. (Nota: TPP, 
ácido lipoico e FAD estão fortemente ligados às enzimas e funcio- 
nam como coenzimas-grupos prostéticos [ver pág. 54].) 





i 
Deficiências de tiamina ou niacina podem causar sérios problemas rela- 
cionados ao sistema nervoso central. Isso ocorre porque as células ner- 
vosas são incapazes de produzir quantidade suficiente de ATP (via ciclo 
do ácido cítrico) para seu funcionamento adequado se o PDHC estiver 
inativo. A síndrome de Wernicke-Korsakoff, uma encefalopatia/psicose 
relacionada à deficiência de tiamina, pode ser observada em pacientes 
que abusam de álcool (ver pág. 383). 














A 
PR TPP CH;-C-S-L-SH = CoA 
É DA ? : 
Piruvato- Di-hidrolipoit- CH;-C-S-CoA 
-descarbosilase -transacetilase 
A“ ỌH “SH B O grupo acetila, ligado como tioéster 
co, CHy-CH-TPP Ti à cadeia lateral do ácido lipoico, 








um derivado hidroxietil, ligado ao aa 


‘s E 
carbono radtivo cio pifdio tato de, FADH, FAD A forma sulfidrila do ácido lipoico é 
tiamina, a coenzima da boi P 
Š fo:desid E1 Di-hidi A oxidada pela di-hidrolipoil- 
plneato-dosidrogenase (Et). olipo -desidrogenase (E3) dependente de 


9 FAD, levando à regeneração do ácido 
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O intermediário hidroxietil é oxidado por 
transferência à forma dissulfeto do ácido 
lipoico, ligado covalentemente à B O FADH, ligado à E3 é reoxidado a 
FAD pela di-hidrolipoil-desidrogenase, 
enquanto o NAD* é reduzido. 








di-hidrolipoil-transacetilase (E2). 

















Figura 9.2 

Mecanismo de ação das enzimas (E) do PDHC. (Nota: todas as coenzimas do complexo, com exceção do ácido 
lipoico, são derivadas de vitaminas. TPP é derivada da tiamina; FAD, da riboflavina; NAD, da niacina; e CoA, do ácido 
pantotênico.) CO, = dióxido de carbono; TPP = pirofosfato de tiamina; L = ácido lipoico; CoA = coenzima A; 

FAD(H,) = flavina-adenina-dinucleotídeo; NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; ~ = ligação de alta energia. 
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Regulação. Modificações covalentes pelas duas enzimas regula- 
tórias do PDHC ativam e inativam E1 alternadamente. A PDH-cinase 
fosforila e inativa E1, enquanto a PDH-fosfatase desfosforila e ativa 
E1 (Fig. 9.3). A cinase é ativada alostericamente por ATP, acetil-CoA 
e NADH. Portanto, na presença desses produtos de alta energia, o 
PDHC é desativado. (Nota: na verdade, são os aumentos nas razões 
ATP/ADP [difosfato de adenosina], NADH/NAD” ou acetil-CoA/CoA 
que afetam a atividade enzimática.) O piruvato é um inibidor potente 
da piruvato-desidrogenase-cinase. Desse modo, se a concentração de 
piruvato aumentar, a E1 apresentará sua atividade máxima. O cálcio 
(Ca?) é um forte ativador da PDH-fosfatase, estimulando a atividade 
da E1. Isso é especialmente importante no músculo esquelético, onde 
a liberação de Ca” durante a contração estimula o PDHC e, conse- 
quentemente, a produção de energia. (Nota: embora a regulação cova- 
lente pelas enzimas cinase e fosfatase tenha um papel-chave, o PDHC 
também está sujeito à inibição pelo produto [NADH e acetil-CoA].) 


Deficiência. Embora rara, a deficiência nas subunidades a do 
componente tetramérico E1 do PDHC é a causa bioquímica mais 
comum de acidose láctica congênita. Essa deficiência resulta na re- 
dução da capacidade de converter piruvato em acetil-CoA, fazendo 
com que o piruvato seja desviado para a reação de formação de 
ácido láctico, via lactato-desidrogenase (ver pág. 103). Isso gera pro- 
blemas principalmente para o encéfalo, que depende do ciclo do 
ácido cítrico para a produção da maior parte de sua energia e é es- 
pecialmente sensível à acidose. Os sintomas são variáveis e incluem 
neurodegeneração, espasticidade muscular e, na forma que tem iní- 
cio no período neonatal, morte prematura. O gene da subunidade a 
é ligado ao X e, uma vez que ambos os sexos podem ser afetados, 
a deficiência é classificada como dominante ligada ao X. Não há tra- 
tamento comprovadamente eficiente para a deficiência do PDHC, 
contudo a restrição de carboidratos na dieta e a suplementação com 
tiamina podem reduzir os sintomas em alguns pacientes. 


A sindrome de Leigh (encefalomielopatia necrosante subaguda) é um dis- 
túrbio neurodegenerativo raro e progressivo, que resulta de defeitos na 
produção mitocondrial de ATP, principalmente em função de mutações 


em genes que codificam proteínas do PDHC, da CTE ou da ATP-sintase. 
Tanto o DNA nuclear quanto o DNA mitocondrial podem ser afetados. 








Intoxicação com arsênio. Como descrito anteriormente (ver pág. 
101), o arsênio pentavalente (arsenato) pode interferir com a glicólise 
na reação da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase, diminuindo, as- 
sim, a produção de ATP. A intoxicação por arsênio, no entanto, ocorre 
principalmente pela inibição de complexos enzimáticos que utilizam 
ácido lipoico como coenzima, incluindo a PDH, a a-cetoglutarato-de- 
sidrogenase (ver item E, a seguir) e a desidrogenase de a-cetoácidos 
de cadeia ramificada (ver pág. 266). O arsenito (forma trivalente do ar- 
sênio) forma um complexo estável com os grupos tiol (-SH) do ácido 
lipoico, impedindo que o composto possa ser utilizado como coenzi- 
ma. Quando o arsenito se liga ao ácido lipoico no PDHC, o piruvato 
se acumula (e, consequentemente, ocorre acúmulo de lactato). Assim 
como na deficiência do PDHC, essa condição afeta especialmente o 
encéfalo, causando distúrbios neurológicos e morte. 


B. Síntese de citrato 


A condensação irreversível de acetil-CoA e OAA para formar citrato (um 
ácido tricarboxílico) é catalisada pela citrato-sintase, a enzima que inicia 

















Figura 9.3 
Regulação do PDHC. (P) = fosfato 
(mw denota inibição pelo produto.) 
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Figura 9.4 

Formação de a-cetoglutarato a partir 
de acetil-coenzima A (acetil-CoA) e 
oxalacetato. NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; 

CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 9.5 

Formação de malato a partir de 
a-cetoglutarato. FAD(H,) = flavina- 
-adenina-dinucleotídeo; 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; 

GDP e GTP = difosfato e trifosfato 
de guanosina; ~ = ligação de alta 
energia; CoA = coenzima A. 


o ciclo do ácido cítrico (Fig. 9.4). Essa condensação aldólica apresenta 
uma grande e negativa variação de energia livre padrão ([AG”] ver pág. 
70), o que favorece fortemente a formação do citrato. A enzima é inibi- 
da pelo citrato (inibição pelo produto). A disponibilidade de substrato é 
outro modo de regular a atividade da citrato-sintase. A ligação do OAA 
aumenta muito a afinidade da enzima por acetil-CoA. (Nota: o citrato, 
além de ser um intermediário do ciclo do ácido cítrico, também serve 
como fonte de acetil-CoA para a síntese citosólica de ácidos graxos [ver 
pág. 183] e colesterol [ver pág. 220]. Além disso, o citrato também inibe 
a fosfofrutocinase-1 [PFK-1], o passo limitante da glicólise [ver pág. 99], 
e ativa a acetil-CoA-carboxilase [a enzima limitante da velocidade de sín- 
tese de ácidos graxos; ver pág. 183].) 


Isomerização do citrato 


O citrato sofre isomerização a isocitrato pela migração de sua hidroxi- 
la, catalisada pela aconitase (aconitato-hidratase), uma proteína ferro- 
-enxofre (ver Fig. 9.4). (Nota: a aconitase é inibida por fluoracetato, uma 
toxina vegetal utilizada como pesticida. O fluoracetato é convertido em 
fluoracetil-CoA, que se condensa com o OAA para formar fluorcitrato, 
um potente inibidor da aconitase.) 


Descarboxilação oxidativa do isocitrato 


A isocitrato-desidrogenase catalisa a descarboxilação oxidativa irrever- 
sível do isocitrato a a-cetoglutarato, originando a primeira das três mo- 
léculas de NADH produzidas pelo ciclo e a primeira liberação de CO, (ver 
Fig. 9.4). Essa é uma das etapas limitantes da velocidade do ciclo do 
ácido cítrico. A enzima é ativada alostericamente por ADP (um sinal de 
que a quantidade de energia na célula está reduzida) e por Ca”; por ou- 
tro lado, é inibida por ATP e NADH, cujos níveis se elevam na presença 
de abundantes reservas de energia na célula. 


Descarboxilação oxidativa do a-cetoglutarato 


A conversão irreversível de a-cetoglutarato em succinil-CoA é catalisada 
pelo complexo da a-cetoglutarato-desidrogenase, um agregado de múl- 
tiplas cópias de três enzimas (Fig. 9.5). O mecanismo dessa descarbo- 
xilação oxidativa é muito semelhante àquele utilizado para a conversão 
de piruvato em acetil-CoA pelo PDHC. A reação libera o segundo CO, 
e produz o segundo NADH do ciclo. As coenzimas necessárias são o 
TPP, o ácido lipoico, o FAD, o NAD* e a CoA. Cada uma delas funciona 
como parte do mecanismo catalítico, de modo semelhante ao descrito 
para o complexo da piruvato-desidrogenase (PDHC, do inglês pyruvate 
dehydrogenase complex) (ver pág. 110). O AG? bastante negativo da 
reação favorece a formação de succinil-CoA, um tioéster de alta energia, 
semelhante à acetil-CoA. O complexo da a-cetoglutarato-desidrogenase 
é inibido por seus produtos, NADH e succinil-CoA, e é ativado por Ca”. 
Ele não é, porém, regulado por reações de fosforilação/desfosforilação, 
como descrito para o PDHC. (Nota: o a-cetoglutarato é também produ- 
zido por desaminação oxidativa [ver pág. 252] ou por transaminação, a 
partir do aminoácido glutamato [ver pág. 250].) 


Clivagem da succinil-coenzima A 


A succinato-tiocinase (também denominada succinil-CoA-sintetase, 
considerando a reação inversa) cliva a ligação tioéster de alta energia 
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da succinil-CoA (ver Fig. 9.5). A reação está acoplada à fosforilação de 
difosfato de guanosina (GDP, do inglês guanosine diphosphate), produ- 
zindo trifosfato de guanosina (GTP, do inglês guanosine triphosphate). 
O GTP e o ATP são energeticamente interconversíveis pela reação da 
nucleosideo-difosfato-cinase: 


GTP + ADP = GDP + ATP 


A produção de GTP pela succinato-tiocinase é outro exemplo de fos- 
forilação no nível do substrato (ver pág. 102). (Nota: a succinil-CoA 
é também produzida a partir de propionil-CoA, que provém do me- 
tabolismo de ácidos graxos com número ímpar de átomos de car- 
bono [ver pág. 193] e do metabolismo de diversos aminoácidos [ver 
págs. 265-266]. Ela pode ser convertida em fosfoenolpiruvato para a 
gliconeogênese [ver pág. 118] ou utilizada na síntese do núcleo heme 
[ver pág. 278].) 


G. Oxidação do succinato 


O succinato é oxidado a fumarato pela succinato-desidrogenase, ao 
mesmo tempo em que sua coenzima FAD é reduzida a FADH, (ver Fig. 
9.5). A succinato-desidrogenase é a única enzima do ciclo do ácido citri- 
co que está inserida na membrana interna da mitocôndria. Ali, funciona 
como o complexo Il da CTE (ver pág. 75). (Nota: o FAD, e não o NAD*, é 
o aceptor de elétrons, pois o poder redutor do succinato não é suficiente 
para reduzir o NAD*.) 


H. Hidratação do fumarato 


O fumarato é hidratado, resultando em malato, em uma reação livre- 
mente reversível, catalisada pela fumarase (também denominada fu- 
marato-hidratase; ver Fig. 9.5). (Nota: o fumarato é também produzido 
pelo ciclo da ureia [ver pág. 255], na síntese de purinas [ver Fig. 22.7, 
pág. 294] e durante o catabolismo dos aminoácidos fenilalanina e tiro- 
sina [ver pág. 263].) 


I. Oxidação do malato 


O malato é oxidado a OAA pela malato-desidrogenase (Fig. 9.6). Essa 
reação produz o terceiro e último NADH do ciclo. O AG? da reação é 
positivo, mas a reação anda no sentido da formação de OAA devido à 
reação altamente exergônica da citrato-sintase. (Nota: o OAA é também 
produzido por transaminação, a partir do aminoácido ácido aspártico 
[ver pág. 250].) 


HI. ENERGIA PRODUZIDA PELO CICLO 





Quatro pares de elétrons são transferidos durante uma volta do ciclo: três 
pares de elétrons reduzem três NAD* a NADH, e um par reduz FAD a FADH,. 
A oxidação de um NADH pela CTE leva à formação de aproximadamente 
três ATPs, enquanto a oxidação do FADH, gera cerca de dois ATPs (ver pág. 
77). O total de ATPs produzidos na oxidação de uma acetil-CoA pode ser 
visto na Figura 9.7. A Figura 9.8 resume as reações do ciclo do ácido citri- 
co. (Nota: o ciclo não envolve consumo efetivo ou produção efetiva de seus 
intermediários. Os dois carbonos que entram no ciclo como acetil-CoA são 
contrabalançados por dois CO, que saem do ciclo.) 











Figura 9.6 

Formação (regeneração) do 
oxalacetato a partir do malato. 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo. 





Figura 9.7 

Número de moléculas de ATP 
produzidas pela oxidação de uma 
molécula de acetil-coenzima A (acetil- 
CoA) utilizando os processos de 
fosforilação no nível do substrato e 
fosforilação oxidativa. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; FAD(H,) = flavina- 
-adenina-dinucleotídeo; GDP e 
GTP = difosfato e trifosfato de 
guanosina; P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 9.8 

A. Produção de coenzimas reduzidas, 
ATP e dióxido de carbono (CO,) 

no ciclo do ácido cítrico. (Nota: o 
trifosfato de guanosina (GTP, do 
inglês guanosine triphosphate) e 

o ATP são interconvertidos pela 
nucleosideo-difosfato-cinase.) 

B. Inibidores e ativadores do ciclo. 


IV. REGULAÇÃO DO CICLO 





Ao contrário da glicólise, que é regulada principalmente pela PFK-1, o 


ci- 


clo do ácido cítrico é controlado pela regulação de diversas atividades en- 
zimáticas (ver Fig. 9.8). As mais importantes dessas enzimas reguladas são 
aquelas que catalisam reações com AG? muito negativo: citrato-sintase, 
isocitrato-desidrogenase e o complexo da a-cetoglutarato-desidrogenase. 
Os equivalentes redutores necessários para a fosforilação oxidativa são pro- 
duzidos pelo PDHC e pelo ciclo do ácido cítrico, e ambos os processos são 


estimulados em resposta a um decréscimo na razão ATP/ADP. 





d 
V. RESUMO DO CAPÍTULO 





O piruvato é descarboxilado oxidativamente pelo complexo da piruvato- 
-desidrogenase (PDHC, do inglês pyruvate dehydrogenase complex), produ- 
zindo acetil-coenzima A (acetil-CoA), que é o principal combustível para o 
ciclo do ácido cítrico (ou ciclo do ácido tricarboxílico; Fig. 9.9). O multien- 
zimático PDHC requer cinco coenzimas: tiamina-pirofosfato, ácido lipoico, 
flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD), nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
(NAD') e CoA. O PDHC é regulado por modificação covalente da E1 (piruvato- 
-descarboxilase) pela PDH-cinase e pela PDH-fosfatase: a fosforilação inibe 
a E1. A PDH-cinase é ativada alostericamente por ATP, acetil-CoA e NADH, 
e é inibida por piruvato. A fosfatase é ativada por cálcio (Ca?*). A deficiência 
de E1 é a causa bioquímica mais comum da acidose láctica congênita. O 
sistema nervoso central é especialmente afetado por essa deficiência, que é 
dominante ligada ao X. A intoxicação por arsênio causa inativação do PDHC, 
por ligar-se ao ácido lipoico. No ciclo do ácido citrico, o citrato é sintetiza- 
do a partir do oxalacetato (OAA) e da acetil-CoA pela citrato-sintase, que é 
inibida pelo produto. O citrato sofre isomerização a isocitrato pela aconita- 
se (aconitato-hidratase). O isocitrato é descarboxilado oxidativamente pela 
isocitrato-desidrogenase a a-cetoglutarato, produzindo também dióxido de 
carbono (CO,) e NADH. Essa enzima é inibida por ATP e por NADH e é ativada 
por difosfato de adenosina (ADP, do inglês adenosine diphosphate) e por Ca”. 
O a-cetoglutarato é descarboxilado oxidativamente a succinil-CoA pelo com- 
plexo da a-cetoglutarato-desidrogenase, produzindo CO, e NADH. A enzima 
é muito semelhante ao PDHC e utiliza as mesmas coenzimas. O complexo da 
a-cetoglutarato-desidrogenase é ativado por Ca” e inibido por NADH e por 
succinil-CoA, mas não é regulado por modificação covalente. A succinil-CoA é 
clivada pela succinato-tiocinase (também denominada succinil-CoA-sinteta- 
se), produzindo succinato e trifosfato de guanosina (GTP, do inglês guanosine 
triphosphate). Esse é um exemplo de fosforilação no nível do substrato. O 
succinato é oxidado a fumarato pela succinato-desidrogenase, produzindo 
FADH,. O fumarato é hidratado a malato pela fumarase (fumarato-hidratase), 
e o malato é oxidado a OAA pela malato-desidrogenase, produzindo NADH. 
Três NADH e um FADH, são produzidos em uma volta do ciclo do ácido cí- 
trico. A produção de acetil-CoA pela oxidação do piruvato via PDHC também 
produz um NADH. A oxidação dos NADH e do FADH, pela CTE gera 14 ATPs. 
O fosfato terminal do GTP obtido na fosforilação no nível do substrato do ciclo 
do ácido cítrico pode ser transferido para um ADP pela nucleosídeo-difosfato- 
-cinase, produzindo outro ATP. Portanto, um total de 15 ATPs são produzidos 
pela oxidação total de piruvato a CO, na mitocôndria. 





~ 
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Figura 9.9 

Mapa de conceitos-chaves para o ciclo do ácido cítrico (ou ciclo de Krebs [CK]). PDHC = complexo da 
piruvato-desidrogenase; CoA = coenzima A; CO, = dióxido de carbono; NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; 
FAD(H,) = flavina-adenina-dinucleotídeo; GDP e GTP = difosfato e trifosfato de guanosina; ADP = difosfato 

de adenosina; P, = fosfato inorgânico. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


9.1 A conversão de piruvato em acetil-coenzima A e dióxido 
de carbono: 


A. Envolve a participação de ácido lipoico. 

B. É ativada quando a piruvato-descarboxilase, do 
PDHC, é fosforilada pela PDH-cinase na presença 
de ATP. 

C. É reversível. 

D. Ocorre no citosol. 

E. Requer a coenzima biotina. 

9.2 Qual das seguintes condições diminui a oxidação de 
acetil-coenzima A pelo ciclo do ácido cítrico? 

A. Uma alta disponibilidade de cálcio. 

B. Uma alta razão acetil-COA/CoA. 

C. Uma baixa razão ATP/ADP. 

D. Uma baixa razão NAD'/NADH. 

9.3 A reação a seguir é a soma de três passos do ciclo do 
ácido cítrico: 

A +B + FAD + H,O —> C + FADH, + NADH 


Entre as respostas abaixo, escolha a que corresponde 
aos compostos “A”, “B” e “C” na equação. 





Reagente A Reagente B Produto C 
A. Succinil-CoA GDP Succinato 
B. Succinato NAD* Oxalacetato 
C. Fumarato NAD* Oxalacetato 
D. Succinato NAD* Malato 
E. Fumarato GTP Malato 


9.4 Um bebê do sexo masculino, de 1 mês de idade, apre- 
sentou problemas neurológicos e acidose láctica. En- 
saios enzimáticos para a atividade do complexo da 
piruvato desidrogenase (PDHC, do inglês pyruvate 
dehydrogenase complex), em extratos de cultura de fi- 
broblastos da pele, mostraram 5% da atividade normal, 
com baixa concentração de pirofosfato de tiamina (TPP, 
do inglês thiamine pyrophosphate), mas 80% da ativida- 
de normal quando o ensaio continha uma concentração 
de TPP mil vezes maior. Qual das seguintes afirmações 
sobre esse paciente é correta? 


A. A administração de tiamina provavelmente reduzirá 
a concentração sérica de lactato e levará a uma me- 
lhora dos sintomas clínicos. 

B. Espera-se que uma dieta com alta quantidade de 
carboidratos seja benéfica para esse paciente. 

C. Espera-se que ocorra um aumento na produção de 
citrato a partir da glicólise aeróbia. 

D. Espera-se que a PDH-cinase, uma enzima regulató- 
ria do PDHC, esteja ativa. 


9.5 Quais coenzimas-cossubstratos são utilizadas pelas de- 
sidrogenases na glicólise e no ciclo do ácido cítrico? 


Resposta correta = A. O ácido lipoico é um aceptor intermediário do 
grupo acetila, formado na reação. (Nota: o ácido lipoico, ligado a um 
resíduo de lisina em E2, funciona como um “braço oscilante” que per- 
mite interações com E1 e E3.) O PDHC catalisa uma reação irreversi- 
vel, que é inibida quando sua enzima componente E1 (descarboxilase) 
está fosforilada. O PDHC localiza-se na matriz mitocondrial. A biotina 
é utilizada por carboxilases, e não por descarboxilases. 


Resposta correta = D. Uma baixa razão NAD'/NADH (nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo oxidado para reduzido) limita as velocidades 
das desidrogenase que requerem NAD*. Alta disponibilidade de cál- 
cio e de substrato (acetil-coenzima A) e uma baixa razão ATP/ADP 
(trifosfato para difosfato de adenosina) estimula o ciclo. 


Resposta correta = B. Succinato + NAD* + FAD + H,O — oxalacetato 
+ NADH + FADH,. 


Resposta correta = A. O paciente parece apresentar deficiência do 
PDHC que responde à tiamina. A enzima piruvato-descarboxilase 
(E1), componente do PDHC, não é capaz de ligar-se ao pirofosfato 
de tiamina em baixas concentrações, mas apresenta atividade signi- 
ficativa em uma alta concentração da coenzima. Essa mutação, que 
afeta o K, (constante de Michaelis) da enzima pela coenzima, está 
presente em alguns, mas não em todos, os casos de deficiência do 
PDHC. Uma vez que o PDHC é parte integral do metabolismo dos 
carboidratos, uma dieta com baixo conteúdo de carboidratos pode- 
ria reduzir os efeitos da deficiência enzimática. A glicólise aeróbia 
produz piruvato, o substrato do PDHC. A redução na atividade do 
complexo diminui a produção de acetil-coenzima A, um substrato da 
citrato-sintase. Uma vez que a PDH-cinase é inibida alostericamente 
pelo piruvato, ela está inativa. 


Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo na forma oxidada (NAD') é utili- 
zada pela gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase da glicólise e pelas 
enzimas isocitrato-desidrogenase, a-cetoglutarato-desidrogenase 
e malato-desidrogenase do ciclo do ácido cítrico. (Nota: a E3 do 
PDHC requer flavina-adenina-dinucleotídeo [FAD] e NAD* nas for- 
mas oxidadas.) 





Gliconeogênese 


I. VISÃO GERAL 





Alguns tecidos, como o encéfalo, os eritrócitos, a medula renal, o cristalino e 
a córnea, os testículos e o músculo em exercício necessitam de suprimento 
contínuo de glicose como combustível metabólico. O glicogênio hepático, 
uma fonte essencial pós-prandial de glicose, pode satisfazer essas necessi- 
dades por menos de 24 horas na ausência de ingestão de carboidratos (ver 
pág. 125). Durante um jejum prolongado, contudo, as reservas hepáticas de 
glicogênio são depletadas, e a glicose é produzida a partir de precursores 
não glicídicos. A formação de glicose não ocorre por simples reversão da 
glicólise, pois o equilíbrio geral da glicólise favorece fortemente a formação 
de piruvato (i.e., a variação na energia livre padrão [AG'] é negativa). Em vez 
disso, a glicose é sintetizada de novo por uma via especial, a gliconeogê- 
nese, que requer tanto enzimas mitocondriais quanto citosólicas. (Nota: defi- 
ciências em enzimas gliconeogênicas causam hipoglicemia.) Durante o jejum 
de uma noite, cerca de 90% da gliconeogênese ocorre no fígado, com os 
rins fornecendo 10% das moléculas de glicose recém-sintetizadas. No jejum 
prolongado, no entanto, os rins tornam-se importantes órgãos produtores 
de glicose, contribuindo com aproximadamente 40% da produção total de 
glicose. (Nota: o intestino delgado também pode produzir glicose.) A Figura 
10.1 mostra a relação entre a gliconeogênese e outras vias importantes do 
metabolismo energético. 


ll. SUBSTRATOS 





Precursores gliconeogênicos são moléculas que podem ser utilizadas na 
produção líquida de glicose. Glicerol, lactato e a-cetoácidos, obtidos do me- 
tabolismo de aminoácidos glicogênicos, são os mais importantes precurso- 
res da gliconeogênese. (Nota: dos vinte aminoácidos padrão, apenas dois 
[Ieucina e lisina] não são glicogênicos [ver pág. 262].) 


A. Glicerol 


O glicerol é liberado durante a hidrólise dos triacilgliceróis (TAGs) no te- 
cido adiposo (ver pág. 190) e levado ao fígado pelo sangue. O glicerol é 
fosforilado pela glicerol-cinase, resultando em glicerol-3-fosfato, que é 
oxidado pela glicerol-3-fosfato-desidrogenase, produzindo di-hidroxia- 
cetona-fosfato — um intermediário da glicólise e da gliconeogênese. 

















Figura 10.1 
A gliconeogênese mostrada como uma 
das vias essenciais do metabolismo 


energético. As reações numeradas são 
exclusivas da gliconeogênese. 

(Nota: ver Fig. 8.2, pág. 92, para 

um mapa mais detalhado do 
metabolismo.) P = fosfato; 

CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 10.2 

O ciclo de Cori, que ocorre entre 
distintos tecidos, estabelece 

um elo entre gliconeogênese 

e glicólise. (Nota: a difusão do 
lactato e da glicose através das 
membranas é facilitada por 
proteínas transportadoras.) 


B. Lactato 


O lactato, produzido na glicólise anaeróbia, é liberado no sangue pelo 
músculo esquelético em exercício e pelas células que não possuem mi- 
tocôndrias, como os eritrócitos. No ciclo de Cori, esse lactato é captado 
pelo fígado e oxidado, produzindo piruvato, que é reconvertido em glico- 
se, a qual é liberada de volta para a circulação (Fig. 10.2). 


C. Aminoácidos 


Os aminoácidos produzidos pela hidrólise de proteínas teciduais são a 
principal fonte de glicose durante um jejum. Seu metabolismo produz 
a-cetoácidos, como o piruvato, que é convertido em glicose, ou como 
o a-cetoglutarato, que pode entrar no ciclo do ácido cítrico e formar 
oxalacetato (OAA), um precursor direto do fosfoenolpiruvato (PEP, do in- 
glês phosphoenolpyruvate). (Nota: a acetil-coenzima A [acetil-CoA] e os 
compostos que produzem apenas este metabólito [p. ex., acetoacetato 
e aminoácidos como lisina e leucina] não podem levar à síntese líquida 
de glicose. Isso se deve à natureza irreversível da reação do complexo 
da piruvato-desidrogenase [PDHC, do inglês pyruvate dehydrogenase 
complex], que converte o piruvato em acetil-CoA [ver pág. 109]. Esses 
compostos originam, em vez da glicose, os corpos cetônicos [ver pág. 
195] e são, portanto, denominados cetogênicos.) 


Ill. REAÇÕES 





Sete reações glicolíticas são reversíveis, sendo utilizadas na síntese de gli- 
cose a partir de lactato ou piruvato. Três das reações glicolíticas, no entanto, 
são irreversíveis e devem ser contornadas pela utilização de quatro reações 
alternativas, que favorecem energeticamente a síntese de glicose. Essas rea- 
ções irreversíveis, que em conjunto são exclusivas da gliconeogênese, são 
descritas a seguir. 


A. Carboxilação do piruvato 


O primeiro “bloqueio na via” que deve ser contornado, na síntese de 
glicose a partir do piruvato, é a conversão irreversível de PEP em piruva- 
to, catalisada pela piruvato-cinase (PK) na glicólise. Na gliconeogênese, 
o piruvato é carboxilado pela piruvato-carboxilase (PC), produzindo 
OAA, que é então convertido em PEP pela ação da PEP-carboxicinase 
(PEPCK) (Fig. 10.3). 


1. Biotina. A PC requer, para sua ação, a coenzima biotina (ver pág. 
385), que se liga covalentemente à proteína enzimática pelo grupo 
£-amino de um resíduo de lisina (ver Fig. 10.3). A hidrólise de um 
ATP impulsiona a formação de um intermediário enzima-biotina- 
-dióxido de carbono (CO,), o qual então carboxila o piruvato, for- 
mando OAA. (Nota: o HCO, fornece o CO,.) A reação da PC ocorre 
na mitocôndria de células hepáticas e renais e tem dois propósitos: 
fornecer o PEP, um substrato importante para a gliconeogênese, e 
fornecer OAA, para repor os intermediários do ciclo do ácido cítri- 
co, pois esses podem sofrer depleção. As células musculares tam- 
bém contêm PC, mas utilizam o OAA produzido apenas para esse 
último propósito (anaplerótico) — elas não sintetizam glicose. (Nota: 
uma proteína transportadora de piruvato o carrega do citosol para 
a mitocôndria.) 
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Figura 10.3 


Síntese do PEP no citosol. (Nota: esse processo leva os equivalentes redutores do NADH [nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo] necessários para a gliconeogênese da mitocôndria para o citosol.) MD,, e MD, = isozimas mitocondrial 
e citosólica da malato-desidrogenase; GTP e GDP = trifosfato e difosfato de guanosina; ADP = difosfato de adenosina. 





dessas enzimas incluem a acetil-CoA-carboxilase (pág. 183), a propionil- 
-CoA-carboxilase (pág. 194) e a metilcrotonil-CoA-carboxilase (pág. 266). 





| A PC é uma entre diversas carboxilases que requerem biotina. Outras 





2. Regulação alostérica. A PC é ativada alostericamente pela ace- 
til-CoA. Níveis elevados de acetil-CoA na mitocôndria sinalizam um 
estado metabólico em que é necessária uma síntese aumentada de 
OAA. Por exemplo, isso pode ocorrer durante o jejum, quando o 
OAA é utilizado para a gliconeogênese no fígado e nos rins. Por 
outro lado, quando os níveis de acetil-CoA estiverem baixos, a PC 
encontra-se praticamente inativa, e o piruvato é, em sua maior par- 
te, oxidado pelo PDHC, produzindo acetil-CoA, que pode ser poste- 
riormente oxidada pelo ciclo do ácido cítrico (ver pág. 109). 


B. Transporte de oxalacetato para o citosol 


Para a gliconeogênese continuar, o OAA deve ser convertido em PEP 
pela PEPCK. Para a produção de PEP no citosol, é necessário transportar 
o OAA para fora da mitocôndria. Não existe, entretanto, um transportador 
de OAA na membrana mitocondrial interna; ele deve ser primeiramente 
reduzido a malato pela malato-desidrogenase (MD) mitocondrial. O ma- 
lato é transportado para o citosol e reoxidado a OAA pela MD citosólica, 
enquanto nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NAD”) é reduzido a NADH 
(ver Fig. 10.3). O NADH produzido é utilizado na redução do 1,3-bisfos- 
foglicerato a gliceraldeído-3-fosfato pela gliceraldeido-3-fosfato-desidro- 
genase (ver pág. 101), um passo comum à glicólise e à gliconeogênese. 
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(Nota: quando o lactato estiver em abundância, ele é oxidado a piruvato 
ao mesmo tempo em que o NAD” é reduzido. O piruvato é transportado 
para dentro da mitocôndria e carboxilado pela PC, produzindo OAA, que 
pode ser convertido em PEP pela isozima mitocondrial da PEPCK. O PEP 
o -© é transportado então para o citosol. O OAA pode também ser convertido 
Es em aspartato, que é transportado para o citosol.) 
ji 
mn C. Descarboxilação do oxalacetato no citosol 
H-C-OH a ç 
H-C-0H O OAA é descarboxilado e fosforilado no citosol pela PEPCK, produzin- 
H-C-0 do PEP. A reação utiliza energia da hidrólise de trifosfato de guanosina 
H (GTP, do inglês guanosine triphosphate; ver Fig. 10.3). As ações combi- 
Frutose-1,6- nadas da PC e da PEPCK fornecem uma via energeticamente favorável 
-bisfosfatase do piruvato ao PEP O PEP sofre então as reações da glicólise, andando 
no sentido inverso, até chegar à frutose-1,6-bisfosfato. 
Figura 10.4 
Desfosforilação da frutose-1,6- 
bisfosfato. AMP = monofosfato O pareamento da carboxilação com a descarboxilação possibilita a 
de adenosina; ® fosfato. | ocorrência de reações que Seriam, de outra forma, energeticamente 
desfavoráveis. Esta estratégia é também empregada na síntese de áci- 
dos graxos (AG) (ver pág. 184). 





D. Desfosforilação da frutose-1,6-bisfosfato 


A hidrólise da frutose-1,6-bisfosfato pela frutose-1,6-bisfosfatase, en- 
contrada no fígado e nos rins, contorna a reação irreversível da fosfofru- 
tocinase-1 (PFK-1) da via glicolítica e fornece uma via energeticamente 
favorável para a formação de frutose-6-fosfato (Fig. 10.4). Essa reação é 
um importante sítio regulatório da gliconeogênese. 
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Figura 10.5 

Efeito de níveis elevados de glucagon sobre a concentração intracelular de frutose-2,6-bisfosfato no fígado. AMP e 
ADP = monofosfato e difosfato de adenosina; AMPc = AMP cíclico; PFK-2 = fosfofrutocinase-2; FBP-2 = frutose-2,6- 
-bisfosfatase; FBP-1 = frutose-1,6-bisfosfatase; ® e P = fosfato. 
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1. Regulação pelos níveis energéticos intracelulares. A fruto- 
se-1,6-bisfosfatase é inibida por um aumento na relação monofos- 
fato de adenosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate)/ATP, 
que sinaliza um estado de “baixa energia” na célula. Por sua vez, 
níveis baixos de AMP e níveis altos de ATP estimulam a gliconeogê- 
nese, uma via que demanda energia. 


2. Regulação pela frutose-2,6-bisfosfato. A frutose-1,6-bisfosfa- 
tase é inibida pela frutose-2,6-bisfosfato, um efetor alostérico cuja 
concentração é influenciada pela relação insulina/glucagon. Quan- 
do os níveis de glucagon aumentam, esse efetor deixa de ser pro- 
duzido pela PFK-2 hepática (ver pág. 99), e, assim, a fosfatase é 
ativada (Fig. 10.5). (Nota: os sinais que inibem [baixa energia, altos 
níveis de frutose-2,6-bisfosfato] ou que favorecem [alta energia, bai- 
xos níveis de frutose-2,6-bisfosfato] a gliconeogênese apresentam 
efeito oposto sobre a glicólise, permitindo o controle recíproco da 
síntese e da oxidação da glicose — ver pág. 100.) 


E. Desfosforilação da glicose-6-fosfato 


A hidrólise da glicose-6-fosfato pela glicose-6-fosfatase contorna a rea- 
ção irreversível da hexocinase/glicocinase e fornece uma via energetica- 
mente favorável para a formação de glicose livre (Fig. 10.6). O fígado é 
o principal órgão que produz glicose livre a partir da glicose-6-fosfato. 
Esse processo requer um complexo de duas proteínas encontradas ape- 
nas em tecidos gliconeogênicos: a glicose-6-fosfato-translocase, que 
transporta a glicose-6-fosfato através da membrana do retículo endo- 
plasmático (RE), e a glicose-6-fosfatase, que remove o fosfato, produ- 
zindo glicose livre (ver Fig. 10.6). (Nota: essas proteínas da membrana 
do RE são também necessárias para o último passo da degradação do 
glicogênio [ver pág. 130]. As doenças do armazenamento do glicogênio 
la e Ib, causadas por deficiências na fosfatase e na translocase, respec- 
tivamente, caracterizam-se por grave hipoglicemia no jejum, pois não é 
possível produzir glicose livre, seja pela gliconeogênese, seja pela glico- 
genólise.) Transportadores específicos são responsáveis pelo transporte 
de glicose para o citosol e daí para o sangue. 


F. Resumo das reações da glicólise e da gliconeogênese 


Das 11 reações necessárias para converter piruvato em glicose livre, 
sete são reversíveis, catalisadas por enzimas glicolíticas (Fig. 10.7). As 
três reações irreversíveis da glicólise (catalisadas pelas enzimas hexo- 
cinase/glicocinase, PFK-1 e PK) são contornadas pelas reações catali- 
sadas pelas enzimas glicose-6-fosfatase, frutose-1,6-bisfosfatase, PC 
e PEPCK. Na gliconeogênese, o equilíbrio das sete reações reversi- 
veis da glicólise é deslocado para favorecer a síntese de glicose como 
resultado da formação essencialmente irreversível de PEP, frutose-6- 
-fosfato e glicose, catalisada pelas enzimas gliconeogênicas. (Nota: a 
estequiometria da gliconeogênese a partir de duas moléculas de piru- 
vato associa a clivagem de seis ligações de fosfato de alta energia e a 
oxidação de dois NADHs com a formação de uma molécula de glicose 
[ver Fig. 10.7.) 


IV. REGULAÇÃO 





A regulação momento a momento da gliconeogênese é determinada prin- 
cipalmente pelos níveis circulantes de glucagon e pela disponibilidade de 
substratos gliconeogênicos. Além disso, lentas mudanças adaptativas na 
atividade enzimática resultam de alterações na velocidade de síntese ou de- 











Figura 10.6 

A desfosforilação da glicose-6-fosfato 
permite a liberação de glicose livre 

a partir de tecidos gliconeogênicos 
(principalmente o fígado) para o 
sangue. (P) = fosfato. 
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Figura 10.7 

Resumo das reações da glicólise 

e da gliconeogênese, mostrando 
as necessidades energéticas 

da gliconeogênese. As reações 
numeradas são exclusivas da 
gliconeogênese. P = fosfato; 

GDP e GTP = difosfato e trifosfato de 
guanosina; NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; 

ADP = difosfato de adenosina. 
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Figura 10.8 

A modificação covalente da piruvato- 
-cinase resulta em inativação dessa 
enzima. (Nota: apenas a isozima 
hepática está sujeita à regulação 
covalente.) OAA = oxalacetato; 

PEP = fosfoenolpiruvato; 

PP, = pirofosfato; (P) = fosfato; 

AMP e ADP = monofosfato e difosfato 
de adenosina; AMPc = AMP cíclico. 
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Figura 10.9 

A acetil-coenzima A (acetil-CoA) 
previne a oxidação do piruvato e o 
direciona para a gliconeogênese. 
PDH = piruvato-desidrogenase. 


gradação de enzimas, ou de ambas. (Nota: o controle hormonal do sistema 
glicorregulador é apresentado no Capítulo 23.) 


A. 


Glucagon 


Esse hormônio peptídico é produzido pelas células œ das ilhotas pan- 
creáticas (ver pág. 313) e estimula a gliconeogênese por meio de três 
mecanismos. 


1. Alterações em efetores alostéricos. O glucagon diminui os ní- 
veis hepáticos de frutose-2,6-bisfosfato, resultando na ativação 
da frutose-1,6-bisfosfatase e na inibição da PFK-1, favorecendo a 
gliconeogênese em detrimento da glicólise (ver Fig. 10.5). (Nota: ver 
págs. 99-100 para o papel da frutose-2,6-bisfosfato na regulação 
da glicólise.) 


2. Modificação da atividade enzimática por ligação covalente. O 
glucagon liga-se ao seu receptor, o qual é acoplado à proteína G 
(ver pág. 95), e, via aumento nos níveis de AMP cíclico (AMPc) e 
na atividade da proteína-cinase A dependente de AMPc, estimula 
a conversão da PK hepática em sua forma inativa (fosforilada). Isso 
diminui a conversão do PEP em piruvato, tendo o efeito de redire- 
cioná-lo para a gliconeogênese (Fig. 10.8). 


3. Indução da síntese de enzimas. O glucagon causa um aumento 
na transcrição do gene da PEPCK via ativação do fator de transcrição 
proteína-ligante do elemento responsivo ao AMPc (CREB, do inglês 
cAMP response element-binding), desse modo aumentando a dispo- 
nibilidade dessa enzima, na medida em que os níveis de seu substrato 
aumentam durante o jejum. (Nota: o cortisol [um glicocorticoide] tam- 
bém aumenta a expressão desse gene, enquanto a insulina a diminui.) 


Disponibilidade de substrato 


A disponibilidade de precursores gliconeogênicos, especialmente de 
aminoácidos glicogênicos, influencia de modo considerável a velocida- 
de da síntese de glicose. A diminuição nos níveis de insulina favorece 
a mobilização de aminoácidos a partir de proteínas musculares, para 
disponibilizar os esqueletos carbonados para a gliconeogênese. O ATP e 
as coenzimas NADH necessários para a gliconeogênese são fornecidos 
principalmente pela oxidação de ácidos graxos (AG). 


Ativação alostérica pela acetil-CoA 


Durante o jejum, ocorre a ativação alostérica da PC hepática pela acetil- 
-CoA. Como resultado do aumento da hidrólise de TAG no tecido adipo- 
so, o fígado é inundado com AG (ver pág. 330). A velocidade de forma- 
ção de acetil-CoA pela B-oxidação desses AG excede a capacidade do 
fígado de oxidá-la a CO, e água. Como resultado, a acetil-CoA acumula 
e ativa a PC. (Nota: a acetil-CoA inibe o PDHC por meio da ativação da 
PDH-cinase; ver pág. 111. Desse modo, esse composto sozinho pode 
redirecionar o piruvato no sentido da gliconeogênese, removendo-o da 
oxidação no ciclo do ácido cítrico [Fig. 10.9].) 


Inibição alostérica pelo AMP 


A frutose-1,6-bisfosfatase é inibida por AMP - um composto que ativa a 
PFK-1. Isso resulta na regulação recíproca da glicólise e da gliconeogê- 
nese, como visto anteriormente para a frutose-2,6-bisfosfato (ver pág. 
121). (Nota: desse modo, níveis elevados de AMP estimulam vias produ- 
toras de energia e inibem vias que demandam energia.) 
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V. RESUMO DO CAPÍTULO 





Precursores gliconeogênicos incluem o glicerol liberado durante a hidrólise de triacilgliceróis no tecido adiposo, o lactato 
liberado por células desprovidas de mitocôndria e pelo músculo esquelético em exercício, e a-cetoácidos (p. ex., a-ceto- 
glutarato e piruvato) derivados do metabolismo de aminoácidos glicogênicos (Fig. 10.10). Sete das reações da glicólise são 
reversíveis e são utilizadas pela gliconeogênese no fígado e nos rins. Três reações, catalisadas pelas enzimas piruvato-cinase, 
fosfofrutocinase-1 e glicocinase/hexocinase, são fisiologicamente irreversíveis e devem ser contornadas. O piruvato é 
convertido em oxalacetato e a seguir em fosfoenolpiruvato (PEP, do inglês phosphoenolpyruvate) pelas enzimas piruvato- 
-carboxilase (PC) e PEP-carboxicinase (PEPCK). A PC requer biotina e ATP e é ativada alostericamente por acetil-coenzi- 
ma A. A PEPCK requer trifosfato de guanosina. A transcrição do gene dessa enzima é aumentada pelo glucagon e pelo corti- 
sol e reduzida pela insulina. A frutose-1,6-bisfosfato é convertida em frutose-6-fosfato pela frutose-1,6-bisfosfatase. Essa 
enzima é inibida por um aumento na razão monofosfato de adenosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate)/ATP. Além 
disso, ela é inibida por frutose-2,6-bisfosfato, principal ativador alostérico da glicólise. A glicose-6-fosfato é desfosforilada e 
convertida em glicose pela glicose-6-fosfatase. Essa atividade enzimática da membrana do retículo endoplasmático catalisa 
o último passo da gliconeogênese, assim como da degradação do glicogênio. Sua deficiência resulta em grave hipoglicemia 
no jejum. 
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Figura 10.10 
Mapa de conceitos-chaves para a gliconeogênese. CoA = coenzima A; AMPc = monofosfato de adenosina cíclico; 
P = fosfato; (B)PG = (bis)fosfoglicerato; G = gliceraldeído; F = frutose; CO, = dióxido de carbono. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


10.1 Quais das seguintes afirmativas a respeito da gliconeo- 
gênese está correta? 


A. É um processo que libera energia (exergônico). 

B. É importante para a manutenção da glicose sangui- 
nea durante um jejum de dois dias. 

C. É inibida por uma redução na razão insulina/gluca- 
gon. 

D. Ocorre no citosol das células musculares. 

E. Utiliza esqueletos carbonados oriundos da degrada- 
ção dos ácidos graxos. 

10.2 Qual das reações no diagrama abaixo seria inibida na 
presença de grandes quantidades de avidina, uma pro- 
teína da clara do ovo que se liga fortemente à biotina, 
sequestrando esse composto? 


Fosfoenolpiruvato 


A 





E B 
Lactato -«— Piruvato —> Acetil- 


-coenzima A 
PAR, 


Alanina Oxalacetato 





10.3 Qual das seguintes reações é exclusiva da gliconeogê- 
nese? 


A. 1,3-Bisfosfoglicerato — 3-fosfoglicerato. 
B. Lactato — piruvato. 

C. Oxalacetato — fosfoenolpiruvato. 

D. Fosfoenolpiruvato — piruvato. 


10.4 Use a tabela abaixo para mostrar o efeito do monofosfato 
de adenosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate) 
e da frutose-2,6-bisfosfato sobre as atividades das enzi- 
mas da gliconeogênese e da glicólise listadas. 







Enzimas Frutose-2,6-bisfosfato AMP 





Frutose-1,6-bisfosfatase 





Fosfofrutocinase-1 





10.5 O metabolismo do etanol pela álcool-desidrogenase 
produz nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzido 
(NADH) a partir de sua forma oxidada (NAD'). Qual o efei- 
to esperado de uma redução na relação NAD*/NADH so- 
bre a gliconeogênese? Explique. 


10.6 Uma vez que a acetil-CoA não é substrato para a gli- 
coneogênese, por que sua produção na B-oxidação de 
ácidos graxos é essencial para a gliconeogênese? 


Resposta correta = B. Durante um jejum de dois dias, as reservas de 
glicogênio são esgotadas, e a gliconeogênese torna-se responsável 
pela manutenção do suprimento de glicose para o sangue. Essa é 
uma via que requer energia (endergônica) (tanto ATP quanto GTP 
são hidrolisados) e que ocorre principalmente no fígado, embora 
os rins possam tornar-se, também, importantes produtores de gli- 
cose no jejum prolongado. A gliconeogênese utiliza tanto enzimas 
mitocondriais quanto citosólicas e é estimulada por uma queda na 
relação insulina/glucagon. A degradação de ácidos graxos produz 
acetil-coenzima A (acetil-CoA), que não pode ser convertida em 
glicose. Isso ocorre porque não há ganho líquido de carbonos da 
acetil-CoA no ciclo do ácido cítrico, e a reação do PDHC é irreversi- 
vel fisiologicamente. São os esqueletos carbonados da maior parte 
dos aminoácidos que são glicogênicos. 


Resposta correta = C. O piruvato é carboxilado a oxalacetato pela 
piruvato-carboxilase, uma enzima que requer biotina. B (o PDHC) re- 
quer tiamina pirofosfato, ácido lipoico, flavina-adenina-dinucleotídeo 
(FAD), nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NAD*) e coenzima A; D 
(transaminase) requer piridoxal-fosfato; E (lactato-desidrogenase) 
requer NADH. 


Resposta correta = C. As demais reações são comuns tanto à glico- 
neogênese quanto à glicólise. 


Tanto frutose-2,6-bisfosfato quanto monofosfato de adenosina ini- 
bem a frutose-1,6-bisfosfatase da gliconeogênese e ativam a fos- 
fofrutocinase-1 da glicólise. Isso resulta na regulação recíproca das 
duas vias. 


O aumento nos niveis de NADH, à medida que o etanol é oxida- 
do, diminui a disponibilidade de oxalacetato (OAA), pois a reação 
de oxidação reversível de malato a OAA pela malato-desidrogenase 
do ciclo do ácido cítrico será deslocada no sentido inverso por altas 
concentrações de NADH. Além disso, a redução reversível de piru- 
vato em lactato pela lactato-desidrogenase é deslocada no sentido 
do lactato pelo NADH. Assim sendo, dois importantes substratos da 
gliconeogênese, OAA e piruvato, estão diminuídos como resultado 
do aumento do NADH durante o metabolismo do etanol. Conse- 
quentemente, a velocidade da gliconeogênese diminui. 


A acetil-coenzima A inibe o complexo da piruvato-desidrogenase 
(PDHC, do inglês pyruvate dehydrogenase complex) e ativa a piruva- 
to-carboxilase, drenando o piruvato no sentido da gliconeogênese e 
diminuindo sua oxidação. 





Metabolismo 
do glicogênio 


Il. VISÃO GERAL 





Uma fonte constante de glicose sanguínea é uma necessidade imprescin- 
dível para a vida humana. A glicose é a fonte preferencial de energia para 
o encéfalo e fornece a energia necessária para células com poucas mito- 
côndrias ou nenhuma mitocôndria, como os eritrócitos maduros. A glicose 
é, também, essencial como fonte de energia para o músculo em exercício, 
no qual é substrato para a glicólise anaeróbia. A glicose sanguínea pode 
ser obtida de três fontes principais: dieta, degradação do glicogênio e gli- 
coneogênese. A ingestão de glicose e de seus precursores, como amido 
(um polissacarídeo), dissacarídeos e monossacarídeos, é esporádica e, de- 
pendendo do tipo de alimentação, nem sempre representa fonte segura de 
glicose para o sangue. Em contrapartida, a gliconeogênese (ver pág.117) é 
capaz de fornecer uma síntese sustentada de glicose, embora seja um tanto 
lenta para responder a uma redução no nível sanguíneo dessa substância. 
Sendo assim, o organismo desenvolveu mecanismos para armazenar um 
suprimento de glicose em uma forma rapidamente mobilizável, o glicogênio. 
Na ausência de glicose na dieta, este carboidrato é, rapidamente, liberado 
no sangue a partir do glicogênio hepático. De uma forma semelhante, o gli- 
cogênio muscular é degradado extensivamente durante o exercício, proven- 
do este tecido de uma fonte energética importante. Quando as reservas de 
glicogênio estiverem esgotadas, determinados tecidos sintetizarão glicose 
de novo, usando glicerol, lactato, piruvato e aminoácidos como fontes de 
carbono para a gliconeogênese (ver Cap. 10). A Figura 11.1 apresenta as 
reações de síntese e degradação do glicogênio como parte das vias essen- 
ciais do metabolismo energético. 


Il. ESTRUTURA E FUNÇÃO 





Os principais estoques de glicogênio se encontram nos músculos esque- 
léticos e no fígado, embora a maioria das demais células armazene peque- 
nas quantidades para uso próprio. A função do glicogênio muscular é servir 
como reserva energética para a síntese de ATP durante a contração mus- 
cular. A função do glicogênio hepático é manter a concentração de glicose 
sanguínea, especialmente durante o início do jejum (Fig. 11.2; ver também 
pág. 329). (Nota: o glicogênio hepático pode manter a glicose sanguínea por 
<24 horas.) 


A. Quantidades de glicogênio hepático e muscular 


Aproximadamente 400 g de glicogênio compõem 1 a 2% do peso do 
músculo em repouso, e cerca de 100 g perfazem até 10% do peso do 








Glicogênio 
wN 


( UDP-Glicose 
Glicose-1-P 


4 
Glicose-6-P «5 Glicose 











Figura 11.1 

Síntese e degradação de glicogênio 
são mostradas como parte das 
reações essenciais do metabolismo 
energético. (Nota: ver Fig. 8.2, 

pág. 92, para um mapa mais 
detalhado do metabolismo.) 

P = fosfato; UDP = difosfato 

de uridina. 
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Figura 11.2 

Funções do glicogênio muscular 

e do glicogênio hepático. (Nota: a 
presença de glicose-6-fosfatase no 


fígado permite a liberação de glicose 
no sangue.) P = fosfato; P, = fosfato 


inorgânico. 
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Figura 11.3 

Estrutura ramificada do glicogênio, 
mostrando as ligações glicosídicas 
a(1>49)ea(1 56). 


fígado de um adulto bem alimentado. Não se sabe ao certo o que limita 
a produção de glicogênio a esses níveis. Contudo, em algumas doenças 
vinculadas ao armazenamento de glicogênio (ver Fig. 11.8), sua quanti- 
dade no fígado e/ou no músculo pode ser significativamente mais eleva- 
da. (Nota: no corpo, a massa muscular é maior que a massa do fígado. 
Consequentemente, a maior quantidade de glicogênio corporal é encon- 
trada no músculo esquelético.) 


Estrutura 


O glicogênio é um homopolissacarídeo de cadeia ramificada formado, 
exclusivamente, por a-p-glicose. A ligação glicosídica predominante é 
a(1 — 4). Em média, após 8 a 14 resíduos glicosila há uma ramifica- 
ção contendo uma ligação glicosídica o(1 — 6) (Fig. 11.3). Uma única 
molécula de glicogênio pode conter até 55.000 resíduos glicosila. Estes 
polímeros de glicose ocorrem como grandes e esféricos grânulos cito- 
plasmáticos (partículas) que contêm, também, a maioria das enzimas 
necessárias para a síntese e a degradação do glicogênio. 


Flutuação dos estoques de glicogênio 


Os estoques de glicogênio hepático aumentam durante o estado alimen- 
tado (ver pág. 323) e são esgotados durante o jejum (ver pág. 329). O 
glicogênio muscular não é afetado por períodos curtos (alguns dias) de 
jejum e só diminui moderadamente em jejuns prolongados (semanas). 
O glicogênio muscular é sintetizado para repor os estoques dos mús- 
culos, depois de terem sido esgotados, por exemplo, após um exercí- 
cio extenuante. (Nota: a síntese e a degradação do glicogênio ocorrem 
continuamente. As diferenças entre as velocidades desses dois proces- 
sos determinam os níveis de glicogênio armazenado durante estados 
fisiológicos específicos.) 


SÍNTESE (GLICOGÊNESE) 





O glicogênio é sintetizado a partir das moléculas de a-p-glicose. O processo 
ocorre no citosol e requer energia fornecida pelo ATP (para a fosforilação da 
glicose) e pelo trifosfato de uridina (UTP). 


A. 


Síntese de difosfato de uridina glicose 


A a-p-glicose ligada ao difosfato de uridina (UDP) é a fonte de todos 
os resíduos glicosila que são adicionados à molécula de glicogênio em 
formação. A UDP-glicose (Fig. 11.4) é sintetizada a partir de glicose-1- 
-fosfato e UTP pela UDP-glicose pirofosforilase (Fig. 11.5). O segundo 
produto da reação, o pirofosfato (PP), é hidrolisado a dois fosfatos inor- 
gânicos (P) pela pirofosfatase. A hidrólise do PP, é exergônica, garan- 
tindo que a reação da UDP-glicose pirofosforilase prossiga na direção 
da produção de UDP-glicose. (Nota: a glicose-1-fosfato é formada pela 
ação da fosfoglicomutase sobre a glicose-6-fosfato. A glicose-1,6-bis- 
fosfato é um intermediário obrigatório nesta reação reversível [Fig. 11.6].) 


Necessidade e síntese de um segmento inicial (iniciador) 


A glicogênio-sintase é responsável pela formação das ligações a(1 — 4) 
no glicogênio. Essa enzima não consegue iniciar a síntese da cadeia ho- 
mopolissacarídica usando a glicose livre como aceptora de uma molé- 
cula de glicose oriunda da UDP-glicose. Em vez disso, ela só consegue 
alongar cadeias de glicose já existentes e necessita, portanto, de um 
segmento inicial (iniciador). Um fragmento de glicogênio pode servir 
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como segmento inicial. Na ausência de um fragmento de glicogênio, a 
proteína homodimérica glicogenina pode servir como aceptora de resí- UDP-glicose 
duos de glicose oriundos da UDP-glicose (ver Fig. 11.5). O grupo hidro- o 
xila da cadeia lateral da tirosina-194 da proteína é o local onde o resíduo chon EN H 
glicosila inicial é unido. A reação é catalisada pela própria glicogenina p 
pia a È i ta 4 e H VE Am b Ea 
(autoglicosilação). Assim, a glicogenina, também, é uma enzima. A gli- ç, ço q N 
cogenina catalisa a seguir a transferência de pelo menos quatro molé- ONL, i E E 
culas de glicose a partir da UDP-glicose, formando uma cadeia curta de k zi o í H se] 
resíduos glicosila unidos por ligação a(1 — 4). Essa cadeia curta serve Hg H 
como iniciador capaz de ser alongado pela glicogênio-sintase, a qual é OH OH 
recrutada pela glicogenina, como descrito em C, abaixo. (Nota: a glico- Glicose Difosfato de uridina 
genina continua associada à molécula de glicogênio e constitui o núcleo (UDP) 
do grânulo de glicogênio.) 
Figura 11.4 
C. Alongamento pela glicogênio-sintase A estrutura da UDP-glicose, 


q pe dê ja um nucleotídeo-açúcar. 
O alongamento de uma cadeia de glicogênio envolve a transferência de 9 


um resíduo de glicose a partir da UDP-glicose para a extremidade não 
redutora da cadeia em crescimento, formando uma nova ligação glicosi- 
dica entre a hidroxila do carbono anômero (carbono 1) da glicose ativada 
(UDP-glicose) e a hidroxila do carbono 4 do resíduo glicosila aceptor 
(ver Fig. 11.5). (Nota: a extremidade “não redutora” de uma cadeia de 
carboidrato é aquela em que o carbono anômero da ose terminal está 
unido por uma ligação glicosídica a outro composto, tornando a ose ter- 
minal “não redutora” [ver pág. 84].) A enzima responsável pela formação 
de ligações «(1 — 4) no glicogênio é a glicogênio-sintase. (Nota: a UDP 
liberada quando a nova ligação glicosídica a(1 — 4) é formada pode 
ser convertida novamente em UTP pela nucleosídeo-difosfato-cinase 
[UDP + ATP = UTP + ADP; ver pág. 296].) 
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Alongamentos posteriores nas extremidades 
não redutoras pela glicogênio sintase, 
estabelecendo ligações a(1 — 4). 
EXTREMIDADES portas Nigoções a(1 >6). 
NÃO REDUTORAS 
GLICOGÊNIO 
Figura 11.5 


Síntese de glicogênio. UDP e UTP = difosfato e trifosfato de uridina; PP, = pirofosfato; P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 11.6 

Interconversão de glicose-6- 
-fosfato e glicose-1 fosfato pela 
fosfoglicomutase. (P) e (P) = fosfato. 
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Glicose 1-P 
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OH 
Glicogênio restante 
Figura 11.7 


Clivagem de uma ligação glicosídica 
a(1—4). PLP = piridoxal fosfato; 
P, = fosfato inorgânico; ® = fosfato. 


D. Formação das ramificações 


Se nenhuma outra enzima de síntese agisse sobre a cadeia, a estrutura 
resultante seria uma molécula linear (não ramificada) de resíduos glicosi- 
la unidos por ligações a(1 — 4). Um composto com essas características 
encontrado em tecidos vegetais é denominado amilose. Em vez disso, o 
glicogênio possui ramificações localizadas, em média, em intervalos de 
oito resíduos glicosila, resultando em uma estrutura altamente ramifica- 
da, semelhante a uma árvore (ver Fig. 11.3), muito mais solúvel do que a 
cadeia não ramificada da amilose. As ramificações aumentam o número 
de extremidades não redutoras às quais se podem acrescentar novos 
resíduos glicosila (e, como descrito posteriormente, das quais se podem 
remover esses resíduos), acelerando, assim, enormemente, a velocidade 
em que pode ocorrer a síntese de glicogênio. Além disso, as ramifica- 
ções aumentam muito o tamanho dessa molécula. 


1. Síntese das ramificações. As ramificações são formadas pela 
ação da “enzima de ramificação” amilo-a(! > 4) > a(1 > 6) 
transglicosilase. Essa enzima transfere um oligossacarídeo de 6 a 
8 resíduos glicosila da extremidade não redutora da cadeia do gli- 
cogênio para um resíduo não terminal da cadeia, clivando uma liga- 
ção a(1 — 4) e unindo tal oligossacarídeo por meio de uma ligação 
a(1 — 6), funcionando, portanto, como uma 4:6 transferase. A nova 
extremidade não redutora (ver “i” na Fig. 11.5), bem como a antiga 
extremidade não redutora, da qual 6 a 8 resíduos foram removidos 
(ver “o” na Fig. 11.5), podem, agora, ser novamente alongadas pela 
glicogênio-sintase. 


2. Síntese de ramificações adicionais. Após o alongamento des- 
sas duas extremidades ter sido realizado, os oligossacarídeos ter- 
minais (contendo de 6 a 8 resíduos glicosila) podem ser transferidos 
e utilizados para formar outras ramificações. 


IV. DEGRADAÇÃO (GLICOGENÓLISE) 





A via de degradação que mobiliza o glicogênio armazenado no fígado e no 
músculo esquelético não é o inverso das reações de síntese. Ou seja, outro 
conjunto de enzimas citosólicas é necessário. Quando o glicogênio é de- 
gradado, o produto primário é a glicose-1-fosfato, obtida pela clivagem das 
ligações glicosídicas a(1 — 4). Além disso, glicose livre é liberada a partir de 
cada resíduo glicosila unido por ligações a(1 — 6). 


A. Encurtamento de cadeias 


A glicogênio-fosforilase cliva, sequencialmente, as ligações glicosídi- 
cas a(1 — 4) entre os resíduos glicosila, a partir das extremidades não 
redutoras das cadeias do glicogênio, por meio de fosforólise simples 
(produzindo glicose-1-fosfato), até que restem quatro unidades glicosila 
em cada cadeia antes do ponto de ramificação (Fig. 11.7). A estrutura 
resultante é chamada de dextrina limite, e a fosforilase não consegue de- 
gradá-la (Fig. 11.8). (Nota: a fosforilase necessita piridoxal-fosfato como 
coenzima [um derivado da vitamina B,; ver pág.382].) 


B. Remoção das ramificações 


As ramificações são removidas por duas atividades enzimáticas de uma 
única proteína bifuncional, a enzima de desramificação (ver Fig. 11.8). 
Em primeiro lugar, a atividade oligo-a(1 > 4) > a(1 — 4)-glican-trans- 
ferase remove três dos quatro resíduos glicosila ligados à ramificação, 
os três mais externos. A seguir, ela transfere esse trissacarídeo para a 
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TIPO V: DOENÇA DE McARDLE (DEFICIÊNCIA DA 
GLICOGÊNIO FOSFORILASE DOS MÚSCULOS 
ESQUELÉTICOS OU DEFICIÊNCIA DA MIOFOSFORILASE) 
* Músculo esquelético é afetado; enzima hepática normal. 
* Fraqueza temporária e cãibra nos músculos 
esqueléticos após exercício. 
* Sem elevação do lactato sanguíneo durante 
exercício extenuante. 
Mioglobinemia e mioglobinúria podem ser detectadas. 
Relativamente benigna; condição crônica. 
Altos níveis de glicogênio com estrutura 
normal no músculo. 
* Deficiência da isoenzima hepática determina a 
doença do tipo VI: doença de Hers, com leve 
hipoglicemia no jejum. 











6-9 GLICOGENINA 
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TIPO Il: DOENÇA DE POMPE 
(DEFICIÊNCIA DA a(1 —> 4) GLICOSIDADE LISOSSÔMICA) 
+ A única doença lisossômica de armazenamento de 
glicogênio. 

Generalizada (mas principalmente fígado, coração, 
músculos). 

Excesso de glicogênio nos lisossomos. 

Estrutura do glicogênio normal. 

Níveis glicêmicos normais. 

Hipotonia e fraqueza muscular. 

Cardiomegalia maciça. 

Forma infantil: muitas vezes fatal, caracteristicamente 
por insuficiência cardíaca. 

Terapia de reposição enzimática disponível. 































TIPO Ill: DOENÇA DE CORI 

(DEFICIÊNCIA DA 4:4 TRANSFERASE e/ou 

da amilo a(1 — 6) GLICOSIDASE) 

* Hipoglicemia de jejum. 

+ Glicogênio com estrutura anormal, 
apresentando 4 ou 1 resíduo(s) glicosila nos 
pontos de ramificação. 


Glicose 1-P 








<= ENZIMA DE DESRAMIFICAÇÃO 
(atividade 4:4 transferase) 





ENZIMA DE DESRAMIFICAÇÃO 
(atividade amilo «(1 — 6) glicosidase) 





Figura 11.8 


Degradação do glicogênio, mostrando algumas das doenças de armazenamento do glicogênio (DAG). (Nota: DAG 
tipo IV: a doença de Andersen é causada por deficiência na enzima de ramificação, uma enzima da síntese, resultando 
em cirrose hepática que pode ser fatal na primeira infância.) P, = fosfato inorgânico; P = fosfato. (Continua) 
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TIPO la: DOENÇA DE VON GIERKE 
(DEFICIÊNCIA DA GLICOSE-6-FOSFATASE) 
TIPO Ib: DEFICIÊNCIA DA 
GLICOSE-6-FOSFATO TRANSLOCASE 


Afeta fígado e rins. 

Hipoglicemia no jejum - grave. 
Fígado graxo, hepato e rinomegalia. 
Doença renal progressiva. 


Hiperacidemia láctica, hiperlipidemia e 
hiperuricemia. 

* Estrutura normal do glicogênio; aumento do 
glicogênio armazenado. 


e infecções recorrentes. 
* Tratamento: infusões gástricas de glicose 
durante a noite ou administração regular de 
amido de milho não cozido. 





Retardo no crescimento e atraso da puberdade. 


e Tipo Ib é caracterizado também por neutropenia 







(Continuação da Figura 11.8) 
| eso pensos 
GLICOSE 1-P E GLICOSE (Razão -8:1) 






















Figura 11.8 (Continuação) 


Degradação do glicogênio, mostrando algumas das doenças de armazenamento do glicogênio (DAG). 


extremidade não redutora de outra cadeia, alongando-a. Dessa forma, 
uma ligação a(1 — 4) é rompida e outra ligação a(1 — 4) é formada, e 
a enzima funciona como uma 4:4 transferase. Logo após, o resíduo de 
glicose restante, unido por ligação a(1 — 6), é removido hidroliticamente 
pela atividade amilo-a(1 — 6) glicosidase, liberando glicose livre (não 
fosforilada). A cadeia glicosídica está novamente disponível para a de- 
gradação pela glicogênio-fosforilase, até que sejam alcançadas quatro 
unidades glicosila da próxima ramificação. 


Isomerização da glicose-1-fosfato em glicose-6-fosfato 


A glicose-1-fosfato, produzida pela glicogênio-fosforilase, é convertida 
no citosol em glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase (ver Fig. 11.6). 
No fígado, a glicose-6-fosfato é transportada para o retículo endoplas- 
mático (RE) pela glicose-6-fosfato translocase. No RE, a glicose-6- 
-fosfato é convertida em glicose pela glicose-6-fosfatase (a mesma 
enzima utilizada na última etapa da gliconeogênese; ver pág.121). 
Então, a glicose resultante é transportada do RE para o citosol. Os 
hepatócitos liberam as moléculas de glicose derivadas do glicogênio 
no sangue para ajudar a manter os níveis sanguíneos de glicose até 
que a via gliconeogênica esteja ativamente produzindo glicose. (Nota: 
a glicose-6-fosfatase é ausente no músculo. Consequentemente, gli- 
cose-6-fosfato não pode ser desfosforilada e enviada ao sangue. Em 
vez disso, ela entra na via glicolítica, fornecendo a energia necessária 
para a contração muscular.) 


Degradação lisossômica 


Uma pequena quantidade de glicogênio (1 a 3%) é degradada pela en- 
zima lisossômica «(1 — 4)-glicosidase ácida (maltase ácida). O objetivo 
dessa via autofágica é desconhecido. Entretanto, a deficiência dessa 
enzima gera um acúmulo de glicogênio em vacúolos nos lisossomos, 
resultando na grave doença do armazenamento do glicogênio (DAG) do 
tipo Il: doença de Pompe (ver Fig. 11.8). (Nota: a doença de Pompe é a 
única DAG em que ocorre um acúmulo lisossomal.) 
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terizados pelo acúmulo de quantidades anormais de carboidratos ou 
lipídeos, principalmente, devido à diminuição da degradação lisossômi- 
ca resultante da deficiência da atividade ou da quantidade de hidrolases 


As doenças de depósito lisossômico são distúrbios genéticos carac- 
ácidas lisossômicas. 





V. REGULAÇÃO DA GLICOGÊNESE 
E DA GLICOGENÓLISE 





Devido à importância da manutenção dos níveis de glicose no sangue, a sinte- 
se e a degradação do glicogênio —forma de armazenamento da glicose— são 
firmemente reguladas. No fígado, a síntese do glicogênio é acelerada quando 
o corpo está bem alimentado, enquanto a degradação do glicogênio é ace- 
lerada em períodos de jejum. No músculo esquelético, a degradação do gli- 
cogênio ocorre durante o exercício, e a síntese começa assim que o músculo 
entra novamente em descanso. A regulação da síntese e da degradação do 
glicogênio é realizada em dois níveis. Em primeiro lugar, a glicogênio-sintase e 
a glicogênio-fosforilase são reguladas hormonalmente (por fosforilação e des- 
fosforilação covalente) para atender às necessidades do corpo como um todo. 
Em segundo lugar, essas mesmas enzimas são reguladas alostericamente (por 
moléculas efetoras) para atender às necessidades de um tecido específico. 





Glucagon liga-se a seu receptor Adrenalina liga-se a seu receptor 
Íi B-adrenérgico (MÚSCULO e FÍGADO) 






GLICOGENIO 





P " i DEGRADADO 
FUNÇÃO DO CÁLCIO NO MÚSCULO 


Durante a contração muscular, 

o cálcio (Ca”™) é liberado do retículo 
sarcoplasmático. O Ca? liga-se 

à subunidade calmodulina da 
fosforilase cinase b, ativando-a 





sem fosforilação. A fosforilase Glicogênio 
cinase pode, então, ativar a fosforilase a 
glicogênio fosforilase, causando (ativa) 
a degradação de glicogênio. ADP Ho 
EN 
Proteina 
(ativa) fosfataze-1 
ATP 
P, Ho 70 
fosforilase b 
(inativa) 


Proteina fosfatase-1 () «Av Insulina 





FUNÇÃO DO AMP NO MÚSCULO 


No músculo, sob condições extremas de anóxia e de depleção de ATP, 
o AMP ativa a glicogênio fosforilase b sem que ela esteja fosforilada. 














Figura 11.9 
Ativação e inibição da degradação do glicogênio. AMP = monofosfato de adenosina; AMPc = AMP cíclico; 
GTP = trifosfato de guanosina; ® = fosfato; PP, = pirofosfato; R = subunidade regulatória; C = subunidade catalítica. 
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Proteína-cinase A 
dependente de AMPc 
(inativa) 

s Insulina 


Proteína-cinase A 
dependente de AMPc + 
(ativa) 


ATP ADP 





Glicogênio Glicogênió 
sintase a sintase b 
(ativa) (inativa) 


A SÍNTESE 
DO GLICOGÊNIO 
É INIBIDA 





Figura 11.10 

Regulação hormonal da síntese 

de glicogênio. (Nota: ao contrário 

da glicogênio-fosforilase, a 
glicogênio-sintase é inativada por 
fosforilação.) AMPc = monofosfato 
de adenosina cíclico; = fosfato; 
PP, = pirofosfato; R = subunidade 
regulatória; C = subunidade catalítica; 
ADP = difosfato de adenosina. 








A. A ativação da glicogenólise por modificação covalente 


A ligação de hormônios, como o glucagon ou a adrenalina, a receptores 
da membrana plasmática acoplados à proteína G ([RAPG] ver pág. 94) 
sinaliza a necessidade de o glicogênio ser degradado, tanto para elevar 
os níveis da glicose sanguínea como para fornecer energia ao músculo 
em exercício. 


1. Ativação da proteína-cinase A. A ligação do glucagon ou da 
adrenalina aos seus receptores específicos acoplados à proteína G 
(RAPG) nos hepatócitos, ou aos RAPG da adrenalina nos miócitos, 
resulta na ativação da adenilato-ciclase (AC) mediada por proteína 
G. Essa enzima catalisa a síntese de monofosfato de adenosina cí- 
clico (AMPc), que ativa a proteina-cinase A dependente de AMPc 
(PKA). O AMPc liga-se às duas subunidades reguladoras do tetrã- 
mero da PKA, liberando individualmente as duas subunidades cata- 
líticas na forma ativa (Fig. 11.9; ver também pág. 95). A PKA, então, 
fosforila várias enzimas do metabolismo do glicogênio, afetando 
suas atividades. (Nota: quando o AMPc é removido, o tetrâmero 
inativo forma-se novamente.) 


2. Ativação da fosforilase-cinase. A fosforilase-cinase existe em 
duas formas: uma forma inativa “b” e uma forma ativa “a”. A PKA 
ativada fosforila a forma inativa “b” da fosforilase-cinase, resultando 
na sua ativação para forma “a” (ver Fig. 11.9). 


3. Ativação da glicogênio-fosforilase. A glicogênio-fosforilase tam- 
bém existe na forma desfosforilada, inativa “b”, e na forma fosfori- 
lada, ativa “a”. A fosforilase-cinase a é a única enzima que fosforila 
a glicogênio-fosforilase “b” para sua forma ativa “a”, a qual então 
inicia a glicogenólise (ver Fig. 11.9). 


4. Amplificação do sinal. A cascata de reações descritas acima ati- 
va a glicogenólise. O grande número de etapas sequenciais serve 
para amplificar o efeito do sinal hormonal (i.e., algumas moléculas 
de hormônios associadas aos seus RAPG resultam na ativação de 
um determinado número de moléculas de PKA, e cada uma delas 
pode ativar muitas moléculas de fosforilase-cinase). Isso resulta na 
produção de muitas moléculas de glicogênio-fosforilase “a” ativas 
que podem degradar o glicogênio. 


5. Manutenção do estado fosforilado. Os grupos fosfatos adicio- 
nados à fosforilase-cinase e à fosforilase em resposta ao AMPc 
são mantidos, porque a enzima que os remove hidroliticamente, a 
proteina fosfatase-1 (PP1), é inativada por proteínas inibidoras que, 
também, são fosforiladas e ativadas em resposta ao AMPc (ver Fig. 
11.9). (Nota: a PP7 é ativada por uma cascata de sinais iniciada pela 
insulina [ver Fig. 27.7 na pág. 311]. Como a insulina também ativa 
a fosfodiesterase que degrada o AMPc, ela exerce efeitos opostos 
aos do glucagon e da adrenalina.) 


A inibição da glicogênese por modificação covalente 


A enzima regulatória da glicogênese, glicogênio-sintase, também existe 
em duas formas, a forma “a” (ativa) e a forma “b” (inativa). No entan- 
to, ao contrário da fosforilase-cinase e da fosforilase, a forma ativa de 
glicogênio-sintase é desfosforilada, enquanto a forma inativa é fosfori- 
lada em vários locais da enzima, com o nível de inativação proporcio- 
nal ao grau de fosforilação (Fig. 11.10). A fosforilação é catalisada por 
várias proteina-cinases diferentes em resposta ao AMPc (p. ex., PKA e 
fosforilase-cinase) ou a outros mecanismos de sinalização (ver abaixo, 
no item C). A glicogênio-sintase “b” pode ser reconvertida para a forma 
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“a” pela PP1. A Figura 11.11 resume a regulação por ligações covalentes 
no metabolismo do glicogênio. 


Regulação alostérica da glicogênese e da glicogenólise 


Em adição aos sinais hormonais, a glicogênio-sintase e a glicogênio-fos- 
forilase respondem aos níveis de metabólitos e às necessidades energé- 
ticas da célula. A glicogênese é estimulada quando a disponibilidade de 
glicose e os níveis de energia estiverem altos, enquanto a glicogenólise 
é aumentada quando os níveis de energia e de glicose estiverem baixos. 
Essa regulação alostérica permite uma resposta rápida às necessidades 
celulares e pode se sobrepor aos efeitos da regulação covalente media- 
da por hormônios. (Nota: as formas “a” e “b” das enzimas alostéricas do 
metabolismo do glicogênio estão em equilíbrio entre as conformações R 
[relaxadas, mais ativas] e T [tensas, menos ativas] [ver pág. 28]. A ligação 
dos efetores muda o equilíbrio e altera a atividade enzimática sem alterar 
diretamente a ligação covalente.) 


1. Regulação no estado alimentado. No estado alimentado, a 
glicogênio-sintase “b”, no fígado e no músculo, é alostericamente 
ativada por glicose-6-fosfato, que está presente em concentrações 
elevadas (Fig. 11.12). Em contrapartida, a glicogênio-fosforilase “a” 
é inibida alostericamente por glicose-6-fosfato, bem como por ATP, 
sinal de alto nível energético na célula. (Nota: no fígado, mas não no 
músculo, a glicose livre também é um inibidor alostérico da glicogê- 
nio-fosforilase “a”.) 


2. Ativação da glicogenólise pelo AMP. A glicogênio-fosforilase 
muscular (miofosforilase), mas não a isoenzima hepática, é ativa- 
da na presença de altas concentrações de AMP, que ocorrem em 
condições extremas de anóxia e de depleção de ATP. O AMP se 
associa à glicogênio-fosforilase “b”, causando sua ativação sem 
fosforilação (ver Fig. 11.9). (Nota: lembre-se de que o AMP também 
ativa a fosfofrutocinase-1 da glicólise [ver pág. 99], permitindo que a 
glicose liberada pela glicogenólise seja oxidada.) 


3. Ativação da glicogenólise por cálcio. O cálcio (Ca”?) é liberado 
no sarcoplasma das células musculares (miócitos) em resposta a 
estímulos neurais e, nas células hepáticas, em resposta à ligação de 
adrenalina a receptores a, -adrenérgicos. O Ca” liga-se à calmodu- 
lina (CaM), o membro mais amplamente distribuído de uma família 
de pequenas proteínas ligantes de cálcio. A ligação de quatro íons 
Ca” à CaM desencadeia uma mudança conformacional de tal ma- 
neira que o complexo Ca?'-CaM ativado se liga e ativa moléculas de 
proteínas, muitas vezes enzimas, que são inativas na ausência des- 
se complexo (Fig. 11.13). Dessa forma, a CaM funciona como uma 
subunidade essencial de muitas proteínas complexas. Uma dessas 
proteínas é a fosforilase-cinase tetramérica, cuja forma “b” é ativada 
pela ligação do Ca?* à sua subunidade à (CaM), sem a necessidade 
de fosforilação da cinase pela PKA. (Nota: a adrenalina, ao se ligar 
aos receptores f-adrenérgicos, determina o aumento de AMPc e 
não de Ca” [ver pág. 131].) 


a. Ativação da fosforilase-cinase muscular. Durante a contra- 
ção muscular, há uma necessidade rápida e urgente de ATP. Este 
é fornecido pela degradação do glicogênio muscular a glicose-6- 
-fosfato, a qual entra na glicólise. Impulsos nervosos causam 
despolarização da membrana, o que, por sua vez, promove a li- 
beração de Ca” do retículo sarcoplasmático para o sarcoplasma 
dos miócitos. O Ca?” liga-se à subunidade CaM, e o complexo 
ativa a fosforilase-cinase “b” muscular (ver Fig. 11.9). 





Glucagon Adrenalina 
(FÍGADO) + (FÍGADO E MÚSCULO) 


Ativação da PKA mediada 
por AMPc e fosforilação de 


Es 


Glicogênio Inibidor da 
sintase proteina fosfatase-1 
(inativa) (ativo) 

(diminuição da (manutenção da 
glicogênese) fosforilação) 


Fosforilase cinase 











(ativa) 
l, Fosforila a 
Fosforilase 
(ativa) 
(aumento da glicogenólise) 


Figura 11.11 

Resumo da regulação covalente 
mediada por hormônio do 
metabolismo do glicogênio. 

AMPc = monofosfato de adenosina 
cíclico; PKA = proteina-cinase A. 
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Figura 11.12 

Regulação alostérica da glicogênese 
e da glicogenólise no fígado 

(A) e no músculo (B). P = fosfato; 
AMP = monofosfato de adenosina. 
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Ca” é liberado do retículo 
endoplasmático em resposta 
à ligação de hormônios ou 
de neurotransmissores a 
receptores da superficie 
celular. 





O aumento temporário 
da concentração de Ca” 
intracelular favorece a 
formação do complexo 
CaM-Ca”. 


Enzima inativa 





Substrato Produto 


O Complexo Ca™-CaM é um 


componente essencial de muitas 
enzimas dependentes de Ca”. 














Figura 11.13 

A calmodulina medeia muitos efeitos 
do cálcio (Ca”) intracelular. (Nota: 
Ca? ativa a fosforilase-cinase 

no fígado e nos músculos.) 


b. Ativação da fosforilase-cinase hepática. Durante situações 
de estresse fisiológico, a adrenalina é liberada da medula da 
suprarrenal, sinalizando a necessidade de glicose sanguínea. 
Essa glicose inicialmente vem da glicogenólise hepática. A li- 
gação da adrenalina a RAPG «,-adrenérgicos nos hepatócitos 
ativa uma cascata dependente de fosfolipídeo (ver pág. 205), 
que resulta no movimento de Ca” do RE para o citoplasma. O 
complexo Ca”-CaM se forma e ativa a fosforilase-cinase “b” 
hepática. (Nota: a liberação de Ca“? ajuda, também, a ativar 
a proteina-cinase C, que pode fosforilar (portanto, inativar) a 
glicogênio-sintase “a”.) 


VI. DOENÇAS DE ARMAZENAMENTO DO GLICOGÊNIO 





As doenças de armazenamento do glicogênio (DAGs) constituem um grupo 
de doenças genéticas causadas por deficiências nas enzimas necessárias 
para a degradação do glicogênio ou, mais raramente, nas enzimas de sín- 
tese do glicogênio. Elas resultam na formação de glicogênio com estrutura 
anormal ou no acúmulo de quantidades excessivas de glicogênio com es- 
trutura normal em tecidos específicos, em consequência de uma degra- 
dação prejudicada. Uma determinada enzima pode estar deficiente num 
único tecido, como no fígado (resultando em hipoglicemia) ou no músculo 
(causando fraqueza muscular), ou a deficiência pode ser mais generaliza- 
da, afetando vários tecidos, como os do coração e rim. A gravidade das 
DAG varia desde as doenças fatais, no início da infância, até transtornos 
leves, que não ameaçam a vida. Algumas das DAGs mais frequentes são 
mostradas na Figura 11.8. (Nota: somente a DAG II é lisossomal, porque o 
metabolismo do glicogênio ocorre principalmente no citosol.) 





VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os principais estoques de glicogênio no organismo são encontrados nos mús- 
culos esqueléticos, onde servem como reserva energética para a síntese de 
ATP durante a contração muscular, e no fígado, onde o glicogênio é usado 
para manter a concentração de glicose sanguínea, especialmente nos está- 
gios iniciais do jejum. O glicogênio é um polímero altamente ramificado de 
a-p-glicose. A ligação glicosídica predominante é œ(1 — 4). Após aproxima- 
damente 8 a 14 resíduos glicosil, há uma ramificação contendo uma ligação 
a(1 — 6). A difosfato de uridina (UDP)-glicose, doadora de resíduos glicosila 
para o glicogênio, é sintetizada a partir de glicose-1-fosfato e de UTP pela 
UDP-glicosepirofosforilase (Fig. 11.14). A glicose da UDP-glicose é transfe- 
rida para as extremidades não redutoras das cadeias do glicogênio pela gli- 
cogênio sintase, que requer um segmento iniciador e que estabelece ligações 
a(1 — 4). O segmento iniciador é formado pela glicogenina. As ramificações 
são formadas pela amilo-a(1 — 4) > a(1 — 6)-transglicosilase (uma 4:6 
transferase), que transfere um oligossacarídeo de seis a oito resíduos de glico- 
se da extremidade não redutora da cadeia do glicogênio para outro resíduo na 
cadeia, clivando uma ligação a(1 — 4) e inserindo o oligossacarídeo por meio 
de uma ligação a(1 — 6). A glicogênio-fosforilase requer piridoxal-fosfato para 
sua atividade de clivar ligações a(1 — 4) entre resíduos glicosila nas extremi- 
dades não redutoras das cadeias do glicogênio, produzindo moléculas de gli- 
cose-1-fosfato. Essa degradação sequencial continua até que restem quatro 
unidades glicosila antes de um ponto de ramificação. A estrutura resultante é 
chamada de dextrina limite, que é degradada pela enzima bifuncional de des- 
ramificação. A oligo-a(1 — 4) > a(1 — 4)-glican-transferase (uma atividade 
4:4 transferase) remove os três resíduos glicosila mais externos dos quatro li- 
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gados a uma ramificação e os transfere à extremidade não redutora de outra cadeia, onde podem ser convertidos em glicose-1- 
-fosfato pela glicogênio fosforilase. O único resíduo glicosila que resta unido por ligação a(1 — 6) é removido hidroliticamente 
pela atividade de amilo-a(1 — 6)-glicosidase da enzima de desramificação, liberando glicose livre. A glicose-1-fosfato é con- 
vertida em glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase. No músculo, a glicose-6-fosfato entra na via glicolítica. No fígado, o fos- 
fato é removido pela glicose-6-fosfatase (uma enzima de membrana do retículo endoplasmático), liberando glicose livre, que 
pode ser usada para manter os níveis de glicose no sangue no início de um jejum. A deficiência da fosfatase causa a doença de 
armazenamento do glicogênio do tipo la (doença de von Gierke) e resulta na incapacidade do fígado de fornecer glicose livre 
para o corpo durante o jejum. Isso afeta tanto a degradação do glicogênio quanto a gliconeogênese. A sintese e a degradação 
de glicogênio são reciprocamente reguladas pelos mesmos sinais hormonais para suprir as necessidades do organismo (um 
nível elevado de insulina resulta em aumento geral da glicogênese e em diminuição na glicogenólise, enquanto um nível 
elevado de glucagon ou de adrenalina determina efeitos opostos). As enzimas-chave (reguladoras) são fosforiladas por uma 
família de proteína-cinases, algumas das quais são dependentes de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), composto 
cujos níveis aumentam em resposta ao glucagon e à adrenalina. Os grupos fosfato são removidos pela proteína fosfata- 
se-1 (ativa quando seu inibidor está inativo em resposta a níveis elevados de insulina). Além dessa regulação covalente, a 
glicogênio-sintase, a fosforilase-cinase e a glicogênio-fosforilase apresentam uma regulação alostérica para atender às 
necessidades dos tecidos. No estado alimentado, a glicogênio-sintase é ativada pela glicose-6-fosfato, enquanto a glicogênio- 
-fosforilase é inibida pela glicose-6-fosfato, bem como pelo ATP. No fígado, a glicose livre também serve como inibidor alosté- 
rico da glicogênio-fosforilase. O aumento do cálcio no músculo durante o exercício e no fígado em resposta à adrenalina ativa 
a fosforilase-cinase por ligação à subunidade calmodulina da enzima. Isso permite que a enzima ative a glicogênio-fosforilase, 
determinando a degradação do glicogênio. O AMP ativa a glicogênio-fosforilase (miofosforilase) no músculo. 


























Figura 11.14 

Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo do glicogênio no fígado. (Nota: a glicogênio-fosforilase é fosforilada 
pela fosforilase-cinase, cuja forma “b” pode ser ativada por cálcio.) UDP e UTP = difosfato de uridina e trifosfato de 
uridina; P = fosfato; AMP = monofosfato de adenosina. 


136 


Denise R. Ferrier 





Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


Para as questões 11.1 a 11.4, associar a enzima deficiente ao 
dado clínico presente na doença de armazenamento do glicogê- 
nio (DAG) selecionada. 





Enzima deficiente 
Glicose-6-fosfatase 





Maltase ácida 





Tipo Ill 4:4 Transferase 





4:6 Transferase 





Miofosforilase 








nm Dom 
= 
5 
o 
< 


Fosforilase hepática 











11.2 


11.3 


11.4 


11.5 


11.6 


11.7 


Intolerância ao exercício, sem aumento dos níveis de lac- 
tato no sangue durante o exercício. 


Cirrose progressiva e fatal, glicogênio com cadeias exter- 
nas mais longas do que o normal. 


Acúmulo (depósito) generalizado de glicogênio, hipotonia 
grave e morte por insuficiência cardiaca. 


Hipoglicemia de jejum grave, acidemia láctica, hiperuri- 
cemia e hiperlipidemia. 


Qual dos seguintes efeitos sobre o metabolismo do glico- 
gênio hepático está relacionado com a ação da adrenali- 
na e do glucagon? 

A. Tanto a glicogênio-fosforilase quanto a glicogênio- 
-sintase são ativadas por fosforilação, mas em taxas 
significativamente diferentes. 

B. Aglicogênio-fosforilase é inativada por aumento dos 
níveis de cálcio, ao passo que a glicogênio-sintase é 
ativada. 

C. A glicogênio-fosforilase é fosforilada e ativada, en- 
quanto a glicogênio-sintase é fosforilada e inativada. 

D. A síntese líquida de glicogênio é aumentada. 


Na contração dos músculos esqueléticos, uma súbita 
elevação na concentração do cálcio, liberado a partir do 
retículo sarcoplasmático, irá resultar em: 


A. Ativação da proteina-cinase A dependente de mono- 
fosfato de adenosina cíclico (AMPc). 

Conversão de AMPc em AMP pela fosfodiesterase. 
Ativação direta da glicogênio-sintase b. 

Ativação direta da fosforilase-cinase b. 

Inativação da fosforilase-cinase a, pela ação da pro- 
teína fosfatase-1. 


moom 


Explique por que a hipoglicemia observada na doença de 
armazenamento do glicogênio tipo la ([DAG la] deficiên- 
cia da glicose-6-fosfatase) é grave, enquanto a verificada 
na doença do tipo VI (deficiência da fosforilase hepática) 
é mais leve. 


Resposta correta = E. Deficiência da miofosforilase (a isoenzima 
muscular da glicogênio-fosforilase) (ou doença de McArdle). A gli- 
cogenólise no músculo está prejudicada, privando-o da glicose de- 
rivada de glicogênio, resultando em glicólise diminuída, assim como 
diminuição de seu produto anaeróbio, o lactato. 

Resposta correta = D. Deficiência da 4:6 transferase (enzima de ra- 
mificação) (ou doença de Andersen). Corresponde a um defeito na 
síntese de glicogênio, resultando em glicogênio com menos ramifi- 
cações e menor solubilidade. 


Resposta correta = B. A deficiência de maltase ácida [a(1 — 4) gli- 
cosidase ácida] (ou doença de Pompe) previne a degradação de 
qualquer glicogênio levado para os lisossomos. Muitos tecidos são 
afetados, com a mais grave patologia resultando em dano cardíaco. 


Resposta correta = A. Deficiência de glicose-6-fosfatase (ou doença 
de von Gierke). Evita que o fígado libere glicose livre no sangue, cau- 
sando hipoglicemia grave no jejum, acidemia láctica, hiperuricemia 
e hiperlipidemia. 


Resposta correta = C. Tanto a adrenalina quanto o glucagon aumen- 
tam a degradação e diminuem a síntese do glicogênio no fígado por 
meio da modificação covalente (fosforilação) das enzimas-chave do 
metabolismo do glicogênio. A glicogênio-fosforilase é fosforilada e 
ativada (forma “a”), enquanto a glicogênio-sintase é fosforilada e 
inativada (forma “b”). O glucagon não causa um aumento de cálcio. 


Na doença tipo la, o figado é incapaz de gerar glicose livre tanto por 
glicogenólise como por gliconeogênese, pois ambos os processos 
produzem glicose-6-fosfato. Na doença tipo VI, o fígado é capaz, 
ainda, de produzir glicose livre pela gliconeogênese; a glicogenólise, 
entretanto, está inibida. 





Metabolismo dos 
monossacarídeos 
e dissacarídeos 


Il. VISÃO GERAL 





A glicose é o monossacarídeo mais consumido pelo ser humano, e o seu 
metabolismo já foi discutido. Dois outros monossacarídeos, a frutose e a 
galactose, também ocorrem em quantidades significativas na dieta (prin- 
cipalmente em dissacarídeos) e fornecem contribuições importantes ao 
metabolismo energético. Além disso, a galactose é um componente im- 
portante das proteinas glicosiladas. A Figura 12.1 mostra o metabolismo 
da frutose e da galactose como parte das vias essenciais do metabolismo 
energético. 


ll. METABOLISMO DA FRUTOSE 





Cerca de 10% das calorias contidas nas dietas ocidentais provêm da fru- 
tose (aproximadamente 55 g por dia). Sua principal fonte é o dissacarídeo 
sacarose, que, ao ser clivado no intestino, libera quantidades equimolares 
de frutose e glicose. A frutose também é encontrada como monossacarídeo 
livre em muitas frutas, no mel e no xarope de milho com alta concentração 
de frutose (em geral, 55% de frutose e 45% de glicose), o qual é utilizado 
para adoçar refrigerantes e muitos alimentos (ver pág. 364). O transporte de 
frutose para dentro das células não é dependente da insulina (diferentemente 
da glicose em certos tecidos; ver pág. 97) e, ao contrário da glicose, a frutose 
não promove a secreção de insulina. 


A. Fosforilação 


Para entrar nas vias do metabolismo intermediário, a frutose deve antes 
ser fosforilada (Fig. 12.2). Isso pode ser realizado pela ação da hexoci- 
nase ou da frutocinase. A hexocinase fosforila a glicose na maioria das 
células do corpo (ver pág. 98), e várias outras hexoses podem servir 
como substrato para essa enzima. Entretanto, ela tem uma afinidade 
baixa (i.e., uma constante de Michaelis [K,] alta; ver pág. 59) para a fru- 
tose. Sendo assim, a menos que a concentração intracelular de frutose 
se torne extraordinariamente alta, na presença normal de concentrações 
saturantes de glicose, significa que pouca quantidade de frutose é fosfo- 
rilada pela hexocinase. A frutocinase proporciona o principal mecanismo 
para a fosforilação da frutose (ver Fig. 12.2). A enzima tem um K,, bai- 
xo para frutose e uma V ná ([velocidade máxima] ver pág. 57) alta. Essa 
enzima é encontrada no fígado (onde é processada a maior parte da 
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Figura 12.1 

Metabolismo de galactose e frutose 
como parte das vias essenciais do 
metabolismo energético. (Nota: ver 
Fig. 8.2, pág. 92, para um mapa mais 
detalhado do metabolismo.) 

UDP = difosfato de uridina; P = fosfato. 
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Figura 12.2 


Fosforilação da frutose e clivagem 
dos seus produtos fosforilados. 
® = fosfato; ADP = difosfato 


de adenosina. 


frutose da dieta), nos rins e no intestino delgado, e converte a frutose em 
frutose-1-fosfato, utilizando o ATP como doador de fosfato. [Nota: esses 
três tecidos contêm também a aldolase B, discutida na seção B.] 


Clivagem da frutose-1-fosfato 


A frutose-1-fosfato não é convertida em frutose-1,6-bisfosfato, como 
ocorre com a frutose-6-fosfato (ver pág. 99), e sim clivada pela aldo- 
lase B (também chamada de frutose-1-fosfato aldolase), produzindo 
duas trioses: di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeído. (Nota: 
humanos expressam três isoenzimas da aldolase [produtos de três ge- 
nes diferentes]: aldolase A na maioria dos tecidos; aldolase B no figa- 
do, nos rins e no intestino delgado; e aldolase C no encéfalo. Todas cli- 
vam a frutose-1,6-bisfosfato, produzida durante a glicólise, a DHAP e 
gliceraldeído-3-fosfato [ver pág.101], mas somente a aldolase B cliva a 
frutose-1-fosfato.) A DHAP pode ser usada na glicólise ou na gliconeo- 
gênese, enquanto o gliceraldeído pode ser metabolizado por diversas 
vias, como ilustrado na Figura 12.3. 


Cinética 
A taxa de metabolismo da frutose é mais rápida que a da glicose, porque 
as trioses formadas a partir da frutose-1-fosfato desviam da reação da 


fosfofrutocinase-1, a etapa marca-passo mais importante no controle da 
velocidade na glicólise (ver pág. 99). 

Deficiências 

A deficiência de uma das enzimas-chave necessárias para a entrada 
da frutose nas vias metabólicas pode resultar tanto em uma condição 
benigna, como deficiência da frutocinase (frutosúria essencial), quanto 
em um distúrbio grave do metabolismo no fígado e nos rins, devido à 
deficiência da aldolase B (intolerância hereditária à frutose, [IHF]), a qual 
ocorre em cerca de 1:20.000 nascidos vivos (ver Fig. 12.3). Os primeiros 
sintomas de IHF surgem quando o bebê é desmamado (leite contém lac- 
tose) e começa a ingerir alimento contendo sacarose ou frutose. A fruto- 
se-1-fosfato se acumula, resultando em uma queda nos níveis de fosfato 
inorgânico (P) e, portanto, numa redução dos níveis de ATP. Como o ATP 
diminui, o AMP aumenta. O AMP é degradado, causando hiperuricemia 
(e acidemia láctica; ver pág. 299). O decréscimo da disponibilidade de 
ATP no fígado diminui a gliconeogênese (causando hipoglicemia com 
vômitos) e a síntese de proteínas (causando uma redução nos fatores de 
coagulação sanguínea e de outras proteínas essenciais). A reabsorção 
renal de P, também está diminuída. [Nota: a diminuição do P, inibe tam- 
bém a glicogenólise (ver pág.128).] O diagnóstico de IHF pode ser reali- 
zado com base na presença de frutose na urina, por ensaio enzimático 
usando células hepáticas ou por testes baseados na análise do DNA (ver 
Cap. 34). Na IHF, a sacarose, bem como a frutose, devem ser removidas 
da dieta para evitar a falência hepática e a provável morte. (Nota: os 
indivíduos com IHF apresentam aversão a doces e, consequentemente, 
não possuem cáries dentárias.) 


Conversão da manose em frutose-6-fosfato 


A manose, o epímero em C-2 da glicose (ver pág. 84), é um componen- 
te importante das glicoproteínas (ver pág.166). A hexocinase fosforila a 
manose, produzindo manose-6-fosfato, a qual, por sua vez, é reversi- 
velmente isomerizada a frutose-6-fosfato pela fosfomanose-isomerase. 
(Nota: a maior parte da manose intracelular é sintetizada a partir da fru- 


Bioquímica Ilustrada 


139 








ATP ADP 



































TRIACILGLICERÓIS <——— 





GLICOSE > —— —— Slicose-ep $S $% GLICOGÊNIO 
Ea as 
Fosfoglicoisomerase GLICONEO- 
SACAROSE er OSE NI GÊNESE 
Frutose-6-P 
ú K 
FRUTOSURIA ESSENCIAL ATP Frutose-1,6- 
e Deficiência de frutocinases. -bisfosfatase 
* Autossômica recessiva (1 em R EA EA 
130.000 nascimentos). P; Frutose-1,6-bis-P 
e Condição benignas. A E 
e Frutose acumula na urina. 
Idolase A, B, C 
Fo B 
INTOLERÂNCIA HEREDITÁRIA À FRUTOSE Di-hidroxlacetona-R 
e Autossômica recessiva (1 em 20.000 As ATP 1 
nascimentos). NADH + H+ 
à m Fosfotriose- 
e A ausência da aldolase B leva à retenção : 
intracelular da frutose-1-fosfato. mo Triose-cinase i 
e Causa hipoglicemia grave, vômitos, icterícia, 
hemorragia, hepatomegalia, disfunção renal, 
hiperuricemia e acidemia láctica. -r 
e Frutose, sacarose e sorbitol podem causar 
falência hepática e morte. Glicerol ADP A 
e Tratamento: remoção de frutose e sacarose ATP Di-hidroxiacetona-P' 
da dieta. 
icerolcinase „NADH + H+ GLICÓLISE 
ADP <% l Glicerol-3-P-desidrogenase 
+ 
FOSFOGLICERÍDEOS <—— <-—— Siicerots-» Pd 
PIRUVATO 








Figura 12.3 
Resumo do metabolismo da frutose. P = fosfato; P, = fosfato inorgânico; NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; ADP = difosfato de adenosina. 


tose ou é manose preexistente, produzida pela degradação de glico- 
proteínas e reaproveitada [salva] pela hexocinase. Carboidratos da dieta 
contêm pouca manose.) 


Conversão da glicose em frutose via sorbitol 


A maioria dos açúcares (oses) é fosforilada rapidamente após sua en- 
trada nas células. Desse modo, as oses são mantidas dentro das célu- 
las, porque os fosfatos orgânicos não conseguem cruzar, livremente, as 
membranas sem transportadores específicos. Um mecanismo alternati- 
vo para metabolizar um monossacarídeo é convertê-lo em poliol (álcool 
derivado do monossacarídeo) por meio da redução do grupo aldeído, 
produzindo, assim, mais um grupo hidroxila. 


1. Síntese de sorbitol. A aldose-redutase reduz a glicose, produzin- 
do sorbitol (ou glucitol; Fig. 12.4), mas o K,, é alto. Essa enzima é 
encontrada em muitos tecidos, incluindo a retina, o cristalino, os 
rins, os nervos periféricos, os ovários e as vesículas seminais. Uma 
segunda enzima, a sorbitol-desidrogenase, é capaz de oxidar o sor- 


bitol a frutose nas células do fígado, dos ovários e das vesículas 
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Figura 12.4 

Metabolismo do sorbitol. 

NAD(H) = nicotinamida- 
adenina-dinucleotídeo; 

NADP(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo-fosfato. 





seminais (ver Fig. 12.4). Nas vesículas seminais, essa rota de duas 
reações que transforma a glicose em frutose beneficia os esperma- 
tozoides, os quais utilizam a frutose como principal fonte energética 
glicídica. No fígado, a via do sorbitol à frutose proporciona um me- 
canismo pelo qual todo o sorbitol disponível é convertido em um 
substrato capaz de entrar na glicólise. 


2. Hiperglicemia e o metabolismo do sorbitol. Como a insulina 
não é necessária para o transporte de glicose nas células da reti- 
na, do cristalino, dos rins e dos nervos periféricos, grandes quan- 
tidades de glicose podem entrar nessas células em períodos de 
hiperglicemia (p. ex., em diabetes não controlado). Concentrações 
elevadas de glicose intracelular e um suprimento adequado de 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato reduzido (NADPH) 
permitem que a aldose-redutase produza um aumento significativo 
na quantidade de sorbitol, que não consegue cruzar de forma efi- 
ciente as membranas celulares e, portanto, permanece dentro das 
células (ver Fig. 12.4). Isso é exacerbado quando a sorbitol-desi- 
drogenase é deficiente ou ausente (p. ex., nas células da retina, do 
cristalino, dos rins e dos nervos periféricos). Em consequência dis- 
so, o sorbitol acumula-se nessas células, gerando efeitos osmóti- 
cos fortes e inchaço das células devido ao influxo e à retenção de 
água. Algumas das alterações patológicas associadas ao diabetes 
podem ser, parcialmente, atribuídas a esse estresse osmótico, in- 
cluindo a formação de catarata, a neuropatia periférica e os pro- 
blemas microvasculares que levem à nefropatia e à retinopatia (ver 
pág. 345). (Nota: o uso de NADPH na reação da aldose-redutase 
diminui a geração de glutationa reduzida, um antioxidante impor- 
tante [ver pág.148], e pode estar relacionado com complicações 
no diabetes.) 


METABOLISMO DA GALACTOSE 





A principal fonte de galactose na alimentação é a lactose (galactosil-p-1,4- 
-glicose), obtida do leite e dos seus derivados. (Nota: a digestão da lactose 
pela B-galactosidase [lactase] da membrana das células da mucosa intestinal 
foi discutida na pág. 87.) Alguma quantidade de galactose também pode ser 
obtida por degradação lisossomal de glicoproteínas e glicolipídeos. Assim 
como a frutose (e a manose), o transporte da galactose para as células não 
depende da insulina. 


A. 


Fosforilação 


Da mesma forma que a frutose, a galactose deve ser fosforilada antes de 
ser metabolizada. A maioria dos tecidos possui uma enzima específica 
para essa reação, a galactocinase, que produz galactose-1-fosfato (Fig. 
12.5). Como ocorre em outras reações catalisadas por cinases, o ATP é 
o doador de fosfato. 


Formação de difosfato de uridina-galactose 


A galactose 1-fosfato não pode entrar na via glicolítica, a menos que 
seja antes convertida em difosfato de uridina (UDP)-galactose (Fig. 
12.6). Isso ocorre em uma reação de troca, na qual a UDP-glicose rea- 
ge com a galactose-1-fosfato, produzindo UDP-galactose e glicose-1- 
-fosfato (ver Fig. 12.5). A reação é catalisada pela galactose-1-fosfato- 
-uridiltransferase (GALT). (Nota: a glicose-1-fosfato produzida pode ser 
isomerizada à glicose-6-fosfato, e então seguir a via glicolítica ou ser 
desfosforilada.) 
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Metabolismo da galactose. UDP e UTP = di e trifosfato de uridina; P = fosfato; PP, = pirofosfato; 
NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato; ADP = difosfato de adenosina. 


C. Conversão de UDP-galactose em UDP-glicose 


Para que a UDP-galactose entre na rota principal do metabolismo da 
glicose, ela deve ser isomerizada a seu epímero em C-4, a UDP-glicose, 
pela UDP-hexose-4-epimerase. Essa “nova” UDP-glicose (produzida a 
partir da UDP-galactose original) pode participar de reações biossintéti- 
cas (p. ex., glicogênese) e nas reações catalisadas pela GALT. (Nota: ver 
Fig. 12.5 para um resumo dessas interconversões.) 


D. Papel da UDP-galactose em reações biossintéticas 





A UDP-galactose pode servir como doadora de unidades de galactose 
em uma série de vias sintéticas, incluindo a síntese de lactose (ver item 
IV, abaixo), glicoproteínas (ver pág. 166), glicolipídeos (ver pág. 210) e 
glicosaminoglicanos (ver pág. 158). (Nota: se a galactose não for forne- 
cida pela dieta [p. ex., quando não puder ser liberada a partir da lactose, 
em razão de ausência da B-galactosidase em pessoas com intolerância 
à lactose], todas as necessidades de UDP-galactose nos tecidos podem 
ser satisfeitas pela ação da UDP-hexose-4-epimerase sobre a UDP-gli- 
cose, que é produzida de maneira eficiente a partir de glicose-1-fosfato 
e UTP [ver Fig. 12.5].) 








E. Deficiências 








A GALT encontra-se gravemente deficiente em indivíduos com galac- Figura 12.6 
tosemia clássica (ver Fig. 12.5). Nessa doença, há o acúmulo de galac- Estrutura da UDP-galactose 
tose-1-fosfato e, portanto, de galactose. As consequências fisiológicas UDP =idifosfsto deuridina i 
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Figura 12.7 
Síntese da lactose. 
UDP = difosfato de uridina. 


são semelhantes àquelas encontradas na IHF (ver pág.138), mas afetam 
um espectro mais amplo de tecidos. A galactose acumulada é desviada 
para vias secundárias, como a produção de galactitol. Essa reação é ca- 
talisada pela aldose-redutase, a mesma enzima que reduz a glicose em 
sorbitol (ver pág.139). A avaliação da deficiência da GALT está incluída 
nos testes de triagem dos neonatos. O tratamento exige a remoção da 
galactose e da lactose da dieta. (Nota: deficiências na galactocinase e 
na epimerase resultam em distúrbios menos graves do metabolismo da 
galactose, embora o desenvolvimento de cataratas seja sintoma comum 
[ver Fig. 12.5].) 


Síntese da lactose 


A lactose é um dissacarídeo que consiste em uma molécula de B-ga- 
lactose unida à glicose por uma ligação B(1 — 4). Dessa forma, a lacto- 
se corresponde à galactosil-B(1 — 4)-glicose. Uma vez que a lactose (o 
carboidrato do leite) é produzida por glândulas mamárias em lactação 
(produzindo leite), o leite e outros produtos lácteos são as fontes die- 
téticas de lactose. A lactose é sintetizada no Golgi pela lactose-sintase 
(UDP-galactose:glicose galactosiltransferase), que transfere a galactose 
da UDP-galactose para a glicose, liberando UDP (Fig. 12.7). Essa enzima 
é composta por duas proteínas, A e B. A proteína A é uma P-D-galacto- 
siltransferase e é encontrada em vários tecidos. Em outros tecidos que 
não as glândulas mamárias lactantes, essa enzima transfere galactose 
da UDP-galactose para a N-acetil-D-glicosamina, formando a mesma li- 
gação B(1 — 4) encontrada na lactose, e produzindo N-acetilactosamina, 
um componente das N-glicoproteínas que são estruturalmente impor- 
tantes (ver pág.167). A proteína B, por sua vez, é encontrada apenas 
nas glândulas mamárias lactantes. É a a-lactalbumina, e a sua síntese 
é estimulada pelo hormônio peptídico prolactina. A proteína B forma um 
complexo com a enzima, a proteína A, alterando a especificidade da- 
quela transferase (por decréscimo do K,, para a glicose), de modo que a 
lactose é produzida, em vez de N-acetilactosamina (ver Fig. 12.7). 








7 E 
V. RESUMO DO CAPITULO 





A principal fonte de frutose é o dissacarídeo sacarose, que, ao ser clivado, 
libera quantidades equimolares de frutose e glicose (Fig. 12.8). O transporte 
da frutose nas células é independente de insulina. Primeiramente, a frutose 
é fosforilada a frutose-1-fosfato pela frutocinase e, a seguir, é clivada pela 
aldolase B, originando di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeído. Es- 
sas enzimas são encontradas no fígado, nos rins e no intestino delgado. Uma 
deficiência da frutocinase causa uma condição benigna (frutosúria essencial), 
enquanto uma deficiência de aldolase B causa a intolerância hereditária à 
frutose (IHF). Essa deficiência pode gerar hipoglicemia grave e falência he- 
pática, que levam à morte se a frutose (e a sacarose) não for rigorosamente 
removida da dieta. A manose, componente importante das glicoproteínas, é 
fosforilada pela hexocinase em manose-6-fosfato, que é isomerizada rever- 
sivelmente a frutose-6-fosfato pela fosfomanose isomerase. A glicose pode 
ser reduzida a sorbitol (glucitol) pela aldose-redutase em vários tecidos, in- 
cluindo cristalino, retina, nervos periféricos, rins, ovários e vesículas semi- 
nais. No fígado, nos ovários e nas vesículas seminais, uma segunda enzima, 
a sorbitol-desidrogenase, pode oxidar sorbitol para produzir frutose. A hi- 
perglicemia leva ao acúmulo de sorbitol naquelas células que não possuem 
sorbitol-desidrogenase. Os eventos osmóticos resultantes causam inchaço 
das células e podem contribuir para a formação de catarata, neuropatia peri- 
férica, nefropatia e retinopatia que ocorrem no diabetes. A principal fonte de 





Bioquímica Ilustrada 


143 





galactose na dieta é a lactose. O transporte da galactose nas células é inde- 
pendente de insulina. A galactose é inicialmente fosforilada pela galactocinase 
(cuja deficiência resulta em catarata), produzindo galactose-1-fosfato. Esse 
composto é convertido em difosfato de uridina (UDP)-galactose pela galac- 
tose-1-fosfato-uridiltransferase (GALT), com o nucleotídeo sendo fornecido 
pela UDP-glicose. A deficiência dessa enzima causa a galactosemia clássica. 
Nessa doença, a galactose-1-fosfato se acumula, e o excesso de galactose é 
convertido em galactitol pela aldose-redutase. Isso causa danos hepáticos 
e encefálico e catarata. O tratamento exige a remoção da galactose (e lacto- 
se) da dieta. Para a UDP-galactose entrar na principal rota do metabolismo da 
glicose, ela deve antes ser isomerizada a UDP-glicose pela UDP-hexose-4-epi- 
merase. Essa enzima pode também ser utilizada para produzir UDP-galactose 
a partir da UDP-glicose, quando a primeira for necessária para a síntese de 
glicoproteínas e de glicolipídeos. A lactose é um dissacarídeo composto por 
galactose e por glicose. O leite e seus derivados são fontes de lactose na 
dieta. A lactose é sintetizada pela lactose-sintase a partir da UDP-galactose e 
da glicose na glândula mamária em lactação. A enzima tem duas subunida- 
des, a proteína A (que é uma galactosiltransferase encontrada na maioria das 
células, onde sintetiza N-acetilactosamina) e a proteína B («-lactalbumina, 
que é encontrada apenas nas glândulas mamárias em lactação, e cuja síntese é 
estimulada pelo hormônio peptídico prolactina). Quando as duas subunidades 
estão presentes, a transferase produz lactose. 
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Figura 12.8 


Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo da frutose e da galactose. 
GALT = galactose-1-fosfato-uridiltransferase; UDP = difosfato de uridina; P = fosfato. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


12.1 


12.2 


12.3 


12.4 


Uma lactante com galactosemia clássica está com uma 

dieta livre de galactose. Ela é capaz de produzir lactose 

na glândula mamária porque: 

A. a galactose pode ser produzida a partir da frutose 
por isomerização. 

B. a galactose pode ser produzida a partir de um meta- 
bólito da glicose por epimerização. 

C. a hexocinase pode fosforilar de maneira eficiente a 
galactose, produzindo galactose-1-fosfato. 

D. a enzima deficiente na galactosemia é ativada por 
um hormônio produzido na glândula mamária. 


Um bebê do sexo masculino, com 5 meses de idade, foi 
levado ao médico. Ele apresentava vômitos, sudorese 
noturna e tremores. O histórico revela que os sintomas 
iniciaram após a introdução de sucos de frutas na die- 
ta, quando estava sendo desmamado. Ao exame físico, 
apresentou notável hepatomegalia. Testes realizados na 
urina do bebê foram positivos para açúcares redutores, 
mas negativos para glicose. É possível que o bebê apre- 
sente deficiência de: 


A. aldolase B. 

B. frutocinase. 

C. galactocinase. 
D. ßB-galactosidase. 


A síntese de lactose é essencial na produção de leite pela 
glândula mamária. Na síntese de lactose: 


A. a galactose é transferida da galactose-1-fosfato para 
a glicose pela galactosiltransferase (proteína A), ge- 
rando lactose. 

B. a proteína A é usada exclusivamente na síntese de 
lactose. 

C. a a-lactalbumina (proteína B) regula a especificidade 
da proteína A, diminuindo a sua afinidade por glicose. 

D. a expressão da proteína B é estimulada por prolactina. 


Uma menina de 3 meses de idade está desenvolvendo 
catarata. Os exames da paciente são normais, com ex- 
ceção da ausência de um sorriso social e da incapacida- 
de de rastrear objetos visualmente. Testes realizados na 
urina da menina foram positivos para açúcares redutores, 
mas negativos para glicose. Qual é a enzima, provavel- 
mente, deficiente nessa paciente? 


Aldolase B. 

Frutocinase. 

Galactocinase. 
Galactose-1-fosfato-uridiltransferase. 


DOM > 


Resposta correta = B. Difosfato de uridina (UDP)-glicose é conver- 
tida a UDP-galactose pela UDP-hexose-4-epimerase, fornecendo a 
forma apropriada de galactose para a sintese de lactose. A isomeri- 
zação de frutose em galactose não ocorre em humanos. A galactose 
não é convertida em galactose-1-fosfato pela hexocinase. Uma dieta 
livre de galactose não fornece galactose. A galactosemia é o resul- 
tado da deficiência da enzima galactose-1-fosfato uridililtransferase. 


Resposta correta = A. Os sintomas sugerem intolerância hereditária 
à frutose, uma deficiência da aldolase B. Deficiências na frutocinase 
ou na galactocinase resultam em condições relativamente benignas, 
caracterizadas por níveis elevados de frutose ou galactose no san- 
gue e na urina. Deficiência na B-galactosidase (lactase) resulta na 
redução da capacidade de degradar lactose (o carboidrato do leite). 
Uma deficiência congênita da lactase é rara e teria se apresentado 
bem mais cedo nesse bebê (e com sintomas diferentes). A deficiên- 
cia típica de lactase (hipolactasia adulta) ocorre em indivíduos mais 
velhos. 


Resposta correta = D. A expressão da a-lactalbumina (proteina B) 
é aumentada pelo hormônio prolactina. Difosfato de uridina (UDP)- 
-galactose é a forma usada pela galactosiltransferase (proteína A). 
A proteina A também está envolvida na síntese do açúcar aminado 
N-acetilactosamina. A proteína B diminui a constante de Michaelis 
(K~) e, portanto, aumenta a afinidade da proteína A para a glicose. 


Resposta correta = C. A menina é deficiente na galactocinase e não 
consegue fosforilar adequadamente a galactose. Galactose acumula 
no sangue (e na urina). No cristalino, a galactose é reduzida pela 
aldose-redutase a galactitol, um álcool derivado de carboidrato, que 
causa efeitos osmóticos que resultam na formação da catarata. A 
deficiência da galactose-1-fosfato uridililtransferase também resulta 
em catarata, mas se caracteriza por danos hepáticos e neurológicos. 
A deficiência de frutocinase é uma condição benigna. A deficiência 
da aldolase B é grave com efeitos em vários tecidos, e normalmente 
não se observa catarata. 





Via das pentoses- 
-fosfato e 
nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato 
(NADPH) 


Il. VISÃO GERAL 





A via das pentoses-fosfato (ou desvio das hexoses-monofosfato) ocorre no ci- 
tosol. Ela consiste em uma fase oxidativa irreversível, seguida de uma série 
de interconversões reversíveis de oses-fosfato (Fig. 13.1). Na fase oxidativa, o 
carbono 1 da molécula de glicose-6-fosfato é liberado na forma de CO,, uma 
molécula de pentose-fosfato e duas moléculas de nicotinamida-adenina-dinu- 
cleotídeo fosfato reduzidas (NADPH) são produzidas por molécula de glicose-6- 
-fosfato que entra na via. A velocidade e o sentido das reações reversíveis são 
determinados pela oferta e demanda de intermediários da via. A via das pento- 
ses-fosfato proporciona a maior parte do NADPH do organismo; o NADPH atua 
como redutor bioquímico. A via também produz ribose-5-fosfato, necessária 
para a biossintese de nucleotídeos (ver pág. 293), e fornece um mecanismo de 
conversão das pentoses-fosfato para intermediários de três e seis carbonos da 
glicólise. Nenhum ATP é diretamente consumido ou produzido na via. 


Il. REAÇÕES DE OXIDAÇÃO IRREVERSÍVEIS 





A porção oxidativa da via das pentoses-fosfato consiste em três reações que 
levam à formação de ribulose-5-fosfato, CO, e duas moléculas de NADPH 
para cada molécula de glicose-6-fosfato oxidada (Fig. 13.2). Essa porção 
da via é especialmente importante no fígado, nas glândulas mamárias lac- 
tantes e no tecido adiposo, onde ocorre a biossíntese de ácidos graxos, a 
qual é dependente de NADPH (ver pág. 186); nos testículos, nos ovários, 
na placenta e no córtex suprarrenal, para a síntese de hormônios esteroides 
dependente de NADPH (ver pág. 237); e nos eritrócitos, para a redução da 
glutationa dependente de NADPH (ver pág. 148). 


A. Desidrogenação da glicose-6-fosfato 


A glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) catalisa a oxidação da gli- 
cose-6-fosfato a 6-fosfogliconolactona, com a coenzima NADP* sendo 
reduzida a NADPH. Essa reação inicial é a etapa limitante e regulada da 











Figura 13.1 

Via das pentoses-fosfato mostrada 
como parte do mapa metabólico. 
(Nota: ver Fig. 8.2, pág. 92 para 
um mapa mais detalhado do 
metabolismo.) P = fosfato; 

DHAP = di-hidroxiacetona fosfato. 
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Figura 13.2 

Reações da via das pentoses-fosfato. As enzimas numeradas acima são: (1, 2) glicose-6-fosfato-desidrogenase e 
6-fosfogliconolactona-hidrolase, (3) 6-fosfogliconato-desidrogenase, (4) ribose-5-fosfato-isomerase, (5) fosfopentose- 
-epimerase, (6 e 8) transcetolase (coenzima: tiamina-pirofosfato) e (7) transaldolase. = dois carbonos são 
transferidos de uma cetose doadora para uma aldose aceptora nas reações da transcetolase; = três carbonos 
são transferidos na reação da transaldolase. Isso pode ser representado como: açúcar 5C + açúcar 5C 222, açúcar 7C 
+ açúcar 3C 432, açúcar 4C + açúcar 6C. NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; (P) = fosfato; 

CO, = dióxido de carbono. 


via. O NADPH é um potente inibidor competitivo da G6PD, e a relação 
NADPH/NADP* na maioria das condições metabólicas é suficientemente 
alta para inibir significativamente a enzima. Entretanto, com o aumento 
da demanda por NADPH, a relação NADPH/ NADP* diminui, e o fluxo ao 
longo da via aumenta, devido à maior atividade da G6PD. (Nota: a insuli- 
na aumenta a expressão do gene da G6PD, e o fluxo na via aumenta no 
estado absortivo [ver pág. 323].) 


B. Formação da ribulose-5-fosfato 


A 6-fosfogliconolactona é hidrolisada pela 6-fosfogliconolactona-hidro- 
lase na segunda etapa. A descarboxilação oxidativa do produto, 6-fos- 
fogliconato, é catalisada pela 6-fosfogliconato-desidrogenase. Essa ter- 
ceira etapa irreversível produz ribulose-5-fosfato (uma pentose-fosfato), 
Co, (a partir do carbono 1 da glicose) e a segunda molécula de NADPH 
(ver Fig. 13.2). 
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Ill. REAÇÕES REVERSÍVEIS NÃO OXIDATIVAS 





As reações não oxidativas da via das pentoses-fosfato ocorrem em to- 
dos os tipos de células que sintetizam nucleotídeos e ácidos nucleicos. 
Essas reações catalisam a interconversão de carboidratos de três a sete 
carbonos (ver Fig. 13.2). Essas reações reversíveis permitem que a ri- 
bulose-5-fosfato (produzida pela parte oxidativa da via) seja convertida 
em ribose-5-fosfato (necessária para a síntese de nucleotídeos; ver pág. 
293) ou em intermediários da glicólise (i.e., a frutose 6-fosfato e o glice- 
raldeído 3-fosfato). Por exemplo, muitas células que executam reações 
biossintéticas de redução apresentam maior necessidade de NADPH 
do que de ribose-5-fosfato. Nesse caso, a transcetolase (que transfe- 
re unidades de dois carbonos e requer pirofosfato de tiamina [TPP, do 
inglês thiamine pyrophosphate] como coenzima) e a transaldolase (que 
transfere unidades de três carbonos) convertem a ribulose-5-fosfato, 
produto final das reações de oxidação, em gliceraldeído-3-fosfato e 
frutose-6-fosfato, que são intermediários da glicólise. Por outro lado, 
quando a demanda por ribose para incorporação em nucleotídeos e 
em ácidos nucleicos for maior que a necessidade por NADPH, as rea- 
ções não oxidativas conseguem fornecer ribose-5-fosfato a partir de 
gliceraldeído-3-fosfato e de frutose-6-fosfato, na ausência das etapas 
oxidativas (Fig. 13.3). 





ticos piruvato-desidrogenase (ver pág. 110), «-cetoglutarato-desidroge- 
nase, do ciclo do ácido cítrico (ver pág. 112), e pela desidrogenase dos 
a-cetoácidos de cadeia ramificada, do catabolismo dos aminoácidos de 


Além da transcetolase, a TPP é requerida pelos complexos multienzimá- 
cadeia ramificada (ver pág. 266). 





IV. USOS DO NADPH 





A coenzima NADPH difere da coenzima nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
(NADH) apenas pela presença de um grupo fosfato em uma das unidades 
de ribose (Fig. 13.4). Essa mudança aparentemente pequena na estrutura 
permite que o NADPH interaja com enzimas específicas que têm determi- 
nadas funções na célula. Por exemplo, a relação NADP*/NADPH em estado 
estacionário, no citosol dos hepatócitos, é de aproximadamente 0,1, o que 
favorece o uso de NADPH nas reações biossintéticas de redução. Em con- 
trapartida, a alta relação NAD*/NADH (aproximadamente 1.000) favorece um 
papel oxidante para o NAD”. Esta seção resume algumas funções importan- 
tes do NADPH em reações de biossíntese redutora e desintoxicação. 


A. Biossíntese redutora 


O NADPH pode ser considerado uma molécula de alta energia, da mes- 
ma forma que o NADH. Contudo, os elétrons do NADPH são usados 
para a biossíntese redutora em vez da transferência para a cadeia trans- 
portadora de elétrons, como é o caso do NADH (ver pág. 74). Dessa for- 
ma, nas transformações metabólicas da via das pentoses-fosfato, parte 
da energia da glicose-6-fosfato é conservada no NADPH, molécula com 
potencial de redução negativo (ver pág. 76) que pode, então, ser usada 
em reações que demandam doações de elétrons, como as sínteses de 
ácidos graxos (ver pág. 186), colesterol (ver pág. 221) e hormônios este- 
roides (ver pág. 237). 
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Figura 13.3 

Formação de ribose-5-fosfato a partir 
de intermediários da glicólise. 

P = fosfato; 

DHAP = di-hidroxiacetona-fosfato. 
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Figura 13.4 

Estrutura do nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato reduzido 
(NADPH). 
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2G-sH G-S-S-G 


A. Formação de intermediários reativos do oxigênio. e” = elétrons. B. Ações de enzimas antioxidantes. 
G-SH = glutationa reduzida; G-S-S-G = glutationa oxidada. (Nota: ver Fig. 13.6B para regeneração de G-SH.) 
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Figura 13.6 

A. Estrutura da glutationa reduzida 
(G-SH). (Nota: o glutamato é unido à 
cisteína por meio de uma y-carboxila, 
em vez de uma a-carboxila.) B. Os 
papéis da G-SH e do nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato 
reduzido (NADPH) na redução do 
peróxido de hidrogênio (H,0,) em 
água. G-S-S-G = glutationa oxidada. 


B. Redução do peróxido de hidrogênio 


O peróxido de hidrogênio (H,0,) é um membro da família das espé- 
cies reativas de oxigênio (EROs) formadas a partir da redução parcial 
do oxigênio molecular ((0,JFig. 13.5A). Esses compostos são formados 
continuamente como subprodutos do metabolismo aeróbio, por meio 
de reações com drogas e toxinas do ambiente, ou quando o nível de 
antioxidantes é reduzido, situações que criam condições para o estresse 
oxidativo. Esses intermediários altamente reativos de oxigênio podem 
causar danos químicos graves ao DNA, às proteínas e aos lipídeos in- 
saturados, levando a uma possível morte celular. EROs têm sido impli- 
cadas em uma série de processos patológicos, incluindo danos relacio- 
nados à reperfusão, câncer, doenças inflamatórias e envelhecimento. A 
célula possui diversos mecanismos protetores que minimizam o poten- 
cial tóxico desses compostos. (Nota: EROs também podem ser geradas 
pelos glóbulos brancos [ver item D, abaixo] para matar os micróbios.) 


1. Enzimas que catalisam reações antioxidantes. A glutationa 
reduzida (G-SH), um tripeptídeo tiólico (y-glutamilcisteinilglicina) 
presente na maioria das células, pode destoxificar, quimicamente, 
H,O, (Fig. 13.5B). A reação, catalisada pela glutationa-peroxidase, 
uma proteína que contém selênio (ver pág. 407), forma glutationa 
oxidada (G-S-S-G), a qual não mais apresenta propriedades pro- 
tetoras. A célula regenera a G-SH em uma reação catalisada pela 
glutationa-redutase, usando NADPH como fonte de equivalentes 
redutores. Sendo assim, o NADPH proporciona, indiretamente, os 
elétrons para a redução de H,O, (Fig. 13.6). Outras enzimas, como a 
superóxido-dismutase e a catalase, catalisam a conversão de outras 
EROs em produtos inofensivos (ver Fig. 13.5B). Como grupo, essas 
enzimas servem como sistema de defesa contra os efeitos tóxicos 
das EROs. 


2. Substâncias antioxidantes. Alguns agentes redutores intracelu- 
lares, como o ascorbato (ver pág. 381), a vitamina E (ver pág. 395) 
e o B-caroteno (ver pág. 386), conseguem reduzir e, assim, desto- 
xificar EROs em laboratório. O consumo de alimentos ricos nesses 
compostos antioxidantes tem sido correlacionado com a redução 
dos riscos para certos tipos de câncer e com redução na frequência 
de outros problemas crônicos de saúde. Sendo assim, é tentador 
especular que os efeitos desses compostos refletem, em parte, a 
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sua capacidade de combater os efeitos tóxicos das EROS. Entretan- 
to, testes clínicos com antioxidantes como suplementos alimentares 
não mostraram efeitos benéficos claros. No caso da suplementação 
alimentar com B-caroteno, a incidência de câncer de pulmão entre 
fumantes aumentou, em vez de diminuir. Portanto, os efeitos positi- 
vos de frutas e legumes sobre a saúde possivelmente refletem uma 
interação complexa entre muitos compostos de ocorrência natural, 
o que ainda não foi reproduzido pelo consumo de compostos antio- 
xidantes isolados. 


C. Sistema citocromo P450 (CYP)-monoxigenase 


As monoxigenases (oxidases de função mista) incorporam um átomo do 
O, no substrato (criando um grupo hidroxila), enquanto o outro átomo 
é reduzido à água. No sistema citocromo P450 (CYP)-monoxigenase, o 
NADPH proporciona os equivalentes redutores necessários para essa 
série de reações (Fig. 13.7). Esse sistema cumpre funções distintas em 
dois locais separados nas células. A reação geral catalisada por uma 
enzima CYP é 


R-H + O, + NADPH + H* — R-OH + H,O + NADP* 


em que R pode ser um esteroide, um fármaco ou outra substância quí- 
mica. (Nota: as enzimas CYP são, na verdade, uma superfamilia de mo- 
noxigenases relacionadas que contêm grupo heme e que participam de 
uma ampla variedade de reações. O nome P450 reflete a absorbância da 
proteína em 450 nm.) 


1. Sistema mitocondrial. Uma importante função do sistema cito- 
cromo P450 (CYP)-monoxigenase mitocondrial, associado à mem- 
brana interna da mitocôndria, é a biossíntese de hormônios este- 
roides. Nos tecidos esteroidogênicos, como a placenta, os ovários, 
os testículos e o córtex da suprarrenal, esse sistema é usado para 
hidroxilar intermediários da conversão de colesterol em hormônios 
esteroides, processo que torna esses compostos hidrofóbicos mais 
solúveis em água (ver pág. 237). O fígado usa esse sistema na sín- 
tese de ácidos biliares (ver pág. 224) e na hidroxilação de colecalci- 
ferol a 25-hidroxicolecalciferol (vitamina D,; ver pág. 390), e o rim o 
utiliza para hidroxilar a vitamina D,, produzindo a sua forma biologi- 
camente ativa 1,25-di-hidroxilada. 


2. Sistema microssomal. O sistema citocromo P450 (CYP)-monoxi- 
genase microssomal, que está associado às membranas do retículo 
endoplasmático liso (especialmente no fígado), atua, principalmen- 
te, na destoxificação de compostos estranhos ao organismo (xeno- 
bióticos). Entre eles, estão diversos fármacos e uma variedade de 
poluentes, incluindo derivados do petróleo e pesticidas. As enzimas 
CYP do sistema microssomal (p. ex., CYP3A4) podem ser utilizadas 
para hidroxilar essas toxinas (fase |). São dois os objetivos dessas 
modificações. Em primeiro lugar, podem ativar ou inativar um fárma- 
co; em segundo, podem tornar um composto tóxico mais solúvel, 
facilitando, assim, sua excreção na urina ou nas fezes. Frequente- 
mente, contudo, o novo grupo hidroxila servirá como sítio para a 
conjugação com um composto polar, como o ácido glicurônico (ver 
pág. 161), o que aumentará significativamente a solubilidade do 
composto (fase Il). (Nota: os polimorfismos [ver pág. 491] nos genes 
para as enzimas CYP podem levar a diferenças no metabolismo do 
fármaco.) 





NADPH + H+ NADP+ 





Citocromo 
P450-redutase 


FAD, FMN 





Figura 13.7 

Ciclo catalítico da citocromo P450 
(CYP)-monoxigenase (simplificado). 
Os elétrons (e) passam do NADPH 
para o FAD, para o FMN da redutase 
e depois para o ferro (Fe) do núcleo 
heme da enzima CYP microssomal. 
(Nota: no sistema mitocondrial, os 

e” passam do FAD para uma proteína 
ferro-enxofre e depois para a enzima 
CYP.) 
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D. Fagocitose dos glóbulos brancos e a morte de micróbios 

Ligação de um patógeno 

a uma célula fagocítica. Fagocitose é a captação, efetuada por endocitose mediada por re- 
ceptores, de microrganismos, partículas estranhas e fragmentos ce- 
lulares, realizada por células brancas do sangue (leucócitos), como 
neutrófilos e macrófagos (monócitos). É um importante mecanismo de 
defesa, especialmente em infecções bacterianas. Os neutrófilos e os 
monócitos são dotados de mecanismos para matar bactérias. Esses 
mecanismos podem ser tanto independentes quanto dependentes de 
oxigênio. 











BACTÉRIA 





1. Independente de oxigênio. Os sistemas independentes de oxi- 
gênio utilizam mudanças de pH nos fagolisossomos e enzimas li- 
sossomais para destruir os patógenos. 


2. Dependente de oxigênio. Os mecanismos dependentes de 
oxigênio incluem as enzimas NADPH-oxidase e mieloperoxidase 
(MPO), que atuam juntas para eliminar bactérias (Fig. 13.8). Em 
termos gerais, o sistema MPO é o mais potente dos mecanismos 
bactericidas. Uma bactéria invasora é reconhecida pelo sistema 
imunológico e atacada por anticorpos, que a ligam a um receptor 
de uma célula fagocítica. Depois de ocorrer a internalização do mi- 
crorganismo, a NADPH-oxidase, localizada na membrana celular 
dos leucócitos, é ativada e reduz o O, do tecido em torno a supe- 
róxido (02%), uma ERO que também é um radical livre, enquanto 
NADPH é oxidado. O rápido consumo do O, que acompanha a 
formação do O,º é conhecido como explosão respiratória. (Nota: 
a NADPH-oxidase ativa é um complexo associado à membrana, 
contendo um flavocitocromo e peptídeos adicionais que se trans- 
locam do citoplasma em função da ativação do leucócito. Elétrons 
movem-se do NADPH para o O,, via flavina-adenina-dinucleotídeo 
[FAD] e heme, gerando 0,º”. Deficiências genéticas raras na NA- 
DPH-oxidase causam a doença granulomatose crônica [DGC], que 
se caracteriza por infecções graves e persistentes e pela formação 
de granulomas [áreas nodulares de inflamação] que sequestram 
as bactérias que não foram destruídas.) A seguir, 0,º é converti- 
do, espontaneamente ou via superóxido-dismutase, em peróxido 
de hidrogênio (H,0,; também uma ERO). Na presença de MPO, 

ape] uma enzima lisossomal que contém heme encontrada dentro do 

E fagolisossomo, o peróxido mais íons cloreto são convertidos em 

Ho, ácido hipocloroso ([HCIO] o principal componente da água sanitá- 
ria doméstica), que mata as bactérias. O peróxido também pode 
ser parcialmente reduzido ao radical hidroxila (OHe), uma ERO, ou 


partie ser totalmente reduzido à H,O pela catalase ou pela glutationa- 
E -peroxidase. (Nota: deficiência na MPO não determina aumento na 
HOCI) oHa = suscetibilidade a infecções porque o peróxido da NADPH-oxidase 

S 


é bactericida.) 








E. Síntese do óxido nítrico 


Figura 13.8 O óxido nítrico (NO) é reconhecido como mediador em um amplo con- 
Fagocitose e via dependente do junto de sistemas biológicos. O NO é o fator relaxante derivado do en- 
oxigênio (O,) da morte microbiana. dotélio, que causa vasodilatação ao relaxar os músculos lisos dos va- 
IgG = imunoglobulina G; NADP(H) = sos. Além disso, o NO age como neurotransmissor, previne a agregação 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo plaquetária e cumpre papel essencial na função dos macrófagos. O NO 
fosfato; 0,º = superóxido; H,O, = tem meia-vida muito curta nos tecidos (3 a 10 segundos), porque reage 
peróxido de hidrogênio; HOCI = ácido com o O, e como 0,º, sendo convertido em nitratos e nitritos, incluindo 


hipocloroso; OH» = radical hidroxila. peroxinitrito (0=NOO-), uma espécie reativa de nitrogênio (ERN). (Nota: 
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o NO é um radical livre gasoso, frequentemente confundido com o óxido 
nitroso [N,0], o “gás hilariante”, usado como anestésico e quimicamente 
estável.) 


1. 


Óxido nítrico sintase. A arginina, o O, e o NADPH são substratos 
para a NO-sintase (NOS) citosólica (Fig. 13.9). A flavina-mononu- 
cleotídeo (FMN), a flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD), o heme e a 
tetra-hidrobiopterina (ver pág. 268) são coenzimas dessa enzima, 
sendo o NO e a citrulina os produtos da reação. Três isoenzimas 
NOS foram identificadas, sendo cada uma produto de um gene dife- 
rente. Duas são constitutivas (sintetizadas a uma velocidade cons- 
tante) e dependentes de cálcio (Ca”')-calmodulina (CaM) (ver pág. 
133). Elas são encontradas principalmente no endotélio (eNOS) e no 
tecido neural (nNOS), produzindo constantemente baixos níveis de 
NO para a vasodilatação e a neurotransmissão. Uma enzima indu- 
zível (INOS), independente de Ca?*, pode ser expressa em muitas 
células, incluindo macrófagos e neutrófilos, como uma defesa pre- 
coce contra patógenos. Os indutores específicos para iNOS variam 
com o tipo de células e incluem citocinas pró-inflamatórias, como 
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon gama (IFN-y), 
e endotoxinas bacterianas, como lipopolissacarídeos (LPS). Esses 
compostos promovem a síntese de iNOS, o que pode resultar em 
grandes quantidades de NO sendo produzidas ao longo de horas ou 
mesmo dias. 


Óxido nítrico e endotélio vascular. O NO é um importante me- 
diador no controle do tônus dos músculos lisos dos vasos. O NO é 
sintetizado pela eNOS nas células endoteliais, difundindo-se para 
o músculo liso dos vasos, onde ativa a forma citosólica da gua- 
nilato-ciclase (também conhecida como guanilil-ciclase), formando 
monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). (Nota: essa reação é 
análoga à formação de monofosfato cíclico de adenosina [AMPc] 
pela adenilato-ciclase [ver pág. 95].) O aumento do GMPc resultante 
causa ativação da proteina-cinase G, que fosforila canais de Ca”, 
determinando um decréscimo da entrada de Ca? nas células dos 
músculos lisos. Isso diminui a ação ativadora da Ca”-CaM sobre a 
cinase da cadeia leve da miosina, diminuindo a contração do mús- 
culo liso e favorecendo o relaxamento. Os nitratos vasodilatadores, 
como a nitroglicerina, são metabolizados a NO, o que causa relaxa- 
mento da musculatura lisa dos vasos e, portanto, diminui a pressão 
sanguínea. Dessa forma, o NO pode ser considerado um nitrovaso- 
dilatador endógeno. (Nota: sob condições de hipóxia, o nitrito [NO,] 
pode ser reduzido a NO, que se liga à desoxiemoglobina. O NO é 
liberado no sangue, causando vasodilatação e aumentando o fluxo 
sanguíneo.) 


Óxido nítrico e atividade bactericida dos macrófagos. A ativi- 
dade da iNOS é, normalmente, baixa em macrófagos, mas a síntese 
dessa enzima é significativamente estimulada por LPS bacterianos 
e pela liberação de IFN-y e TNF-a em resposta à infecção. Os ma- 
crófagos ativados formam radicais 0,º que se combinam com o 
NO para formar intermediários que se decompõem formando o ra- 
dical OHe, altamente bactericida. 


Funções adicionais. O NO é um potente inibidor da adesão e da 
agregação plaquetária (ativando a via do GMPc). Ele também é ca- 
racterizado como um neurotransmissor nos sistemas nervoso cen- 
tral e periférico. 








Óxido nítrico 
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Figura 13.9 

Síntese e algumas ações do 

óxido nítrico (NO). (Nota: flavina- 
-mononucleotídeo, flavina- 
-adenina-dinucleotídeo, heme e 
tetra-hidrobiopterina são coenzimas 
adicionais requeridas pela NOS.) 
NADP(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato. 
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A deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase prejudica a capacidade Estresse oxidativo 
do eritrócito deproduzir NADPH, resultando em hemólise. 


Certos fármacos 
Infecções 
Feijão-fava 


o 
Glicose-6-fosfato- Glutationa Glutationa- 
-desidrogenase redutase -peroxidase 


la SA 








Figura 13.10 


Vias metabólicas da glicose-6-fosfato no eritrócito. NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; 
G-SH = glutationa reduzida; G-S-S-G = glutationa oxidada; H,O, = peróxido de hidrogênio; 


VPP = via das pentoses-fosfato. 





Figura 13.11 

Corpos de Heinz nos eritrócitos de 
um paciente com deficiência de 
glicose-6-fosfato-desidrogenase. 


V. DEFICIÊNCIA DA G6PD 





A deficiência da G6PD é uma doença hereditária que se caracteriza por 
anemia hemolítica, causada pela incapacidade de destoxificar agentes oxi- 
dantes. Na espécie humana, a doença causada pela deficiência de G6PD 
é a anormalidade enzimática mais comum, afetando mais de 400 milhões 
de pessoas no mundo inteiro. Essa deficiência tem a maior prevalência no 
Oriente Médio, na África tropical, na Ásia e em partes do Mediterrâneo. A 
deficiência de G6PD é ligada ao X e, na verdade, compreende uma família de 
deficiências causadas por muitas mutações diferentes no gene codificante 
da G6PD. Apenas algumas das variantes proteicas resultantes causam sin- 
tomas clínicos. (Nota: além da anemia hemolítica, outra manifestação clínica 
da deficiência da G6PD é a icterícia neonatal, a qual aparece de 1 a 4 dias 
após o nascimento. A icterícia, que pode ser grave, resulta geralmente do 
aumento na produção de bilirrubina não conjugada [ver pág. 285].) A vida de 
muitos indivíduos com uma forma grave de deficiência de G6PD pode ser 
relativamente reduzida por complicações resultantes da hemólise crônica. 
Esse efeito negativo da deficiência de G6PD foi contrabalançado, ao longo 
da evolução, por uma vantagem na sobrevivência, a maior resistência ao 
Plasmodium falciparum da malária. (Nota: a característica falciforme e as ta- 
lassemias também conferem resistência à malária.) 


A. Função da G6PD nos eritrócitos 


A diminuição da atividade da G6PD prejudica a capacidade da célula 
de formar o NADPH, que é essencial à manutenção do conjunto de 
glutationa reduzida (G-SH). Isso resulta em uma queda na destoxifi- 
cação celular de radicais livres e peróxidos, formados na célula (Fig. 
13.10). A G-SH também ajuda a manter os estados reduzidos dos 
grupos sulfidrila nas proteínas, incluindo a hemoglobina. A oxidação 
desses grupos sulfidrila leva à desnaturação de proteínas, as quais for- 
mam massas insolúveis (chamadas de corpos de Heinz) que se ligam 
às membranas dos eritrócitos (Fig. 13.11). Devido à oxidação adicional 
das proteínas das membranas, os eritrócitos se tornam rígidos e não 
deformáveis, sendo removidos da circulação por macrófagos no baço 
e no fígado. Embora a deficiência de G6PD ocorra em todas as células 
do indivíduo afetado, ela é mais grave nos eritrócitos, onde a via das 
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pentoses-fosfato corresponde à única forma de gerar NADPH. Além 
disso, os eritrócitos não têm núcleo ou ribossomos e não podem reno- 
var seu suprimento da enzima. Sendo assim, eles são especialmente 
vulneráveis a variantes da enzima com estabilidade reduzida. (Nota: 
outros tecidos têm uma fonte alternativa de NADPH [malato-desidroge- 
nase dependente de NADP *, a enzima málica; ver pág. 186], que pode 
manter a G-SH reduzida.) 


Fatores desencadeantes na deficiência de G6PD 


A maioria dos indivíduos que herdaram uma das muitas mutações de 
G6PD não apresenta manifestações clínicas, ou seja, eles são assinto- 
máticos. Entretanto, alguns pacientes com deficiência de G6PD desen- 
volvem anemia hemolítica se forem tratados com fármacos oxidantes, 
ingerirem feijão-fava ou contraírem uma infecção grave. 


1. Fármacos oxidantes. Fármacos de uso frequente e capazes de 
produzir anemia hemolítica em pacientes com deficiência de G6PD 
são mais bem lembrados pelo mnemônico AAA: antibióticos (p. ex., 
sulfametoxazol e cloranfenicol), antimaláricos (p. ex., primaquina, 
mas não cloroquina ou quinino) e antipiréticos (p. ex., acetanilida, 
mas não acetaminofeno). 


2. Favismo. Algumas variantes da deficiência de G6PD, por exem- 
plo, a variante mediterrânea, são particularmente suscetíveis ao 
efeito hemolítico do feijão-fava, alimento básico da região do Me- 
diterrâneo. O favismo, efeito hemolítico da ingestão do feijão-fava, 
não é observado em todos os indivíduos com deficiência de G6PD, 
mas todos os pacientes com favismo apresentam deficiência de 
G6PD. 


3. Infecção. Uma infecção é o fator desencadeante mais comum de 
hemólise na deficiência de G6PD. A resposta inflamatória à infecção 
resulta na geração de radicais livres em macrófagos. Os radicais 
podem se difundir para os eritrócitos e causar danos oxidativos. 


Propriedades das variantes da G6PD 


Quase todas as variantes de G6PD são causadas por mutações pon- 
tuais (ver pág. 449) no gene da G6PD. Algumas mutações não afetam 
a atividade enzimática. Contudo, outras mutações resultam em dimi- 
nuição da atividade catalítica, menor estabilidade, ou alteração da afi- 
nidade de ligação do NADP* ou da glicose-6-fosfato. (Nota: a G6PD 
ativa existe como um homodiímero ou tetrâmero. As mutações na in- 
terface entre as subunidades podem afetar a estabilidade.) A gravidade 
da doença geralmente está correlacionada ao grau de atividade enzi- 
mática residual nos eritrócitos do paciente. Por exemplo, as variantes 
podem ser classificadas como mostrado na Figura 13.12. A variante 
G6PD A` é o protótipo da forma moderada da doença (classe Ill). Os 
eritrócitos contêm uma G6PD instável, mas cineticamente normal, com 
a maior parte da atividade enzimática presente nos reticulócitos e nos 
eritrócitos mais jovens (Fig. 13.13). Portanto, as células mais velhas 
apresentam um nível mais baixo de atividade enzimática, e são remo- 
vidas preferencialmente em um episódio hemolítico. Como a hemólise 
não afeta células mais jovens, os episódios são autolimitantes. A G6PD 
mediterrânea é o protótipo da deficiência mais grave (classe Il). Muta- 
ções de classe |, que são raras, são as mais graves e estão associadas 
à anemia crônica hemolítica não esferocítica, ocorrendo mesmo na au- 
sência de estresse oxidativo. 











1 Muito graves (anemia < 10% 
hemolítica crônica 
não esferocítica) 
"l Graves (anemia <10% 
hemolítica episódica) 
“m Moderados 10%-60% 
Nv Ausentes >60% 
Figura 13.12 


Classificação das variantes de 
deficiência da glicose-6-fosfato- 
-desidrogenase (G6PD). (Nota: as 
variantes de classe V (não mostradas) 
resultam na superprodução de 
G6PD.)* = mais comum. 











Embora a atividade da enzima normal 
diminua à medida que os eritrócitos 
envelhecem, mesmo as células mais 
velhas apresentam um nível de atividade 
suficiente para proporcionar proteção 
contra danos oxidativos e hemólise. 





= 








Atividade da G6PD nos eritrócitos 





Em comparação, poucos eritrócitos da 
variante G6PD mediterrânea apresentam 
atividade enzimática suficiente para 
prevenir o dano oxidativo, ao passo que 
uma fração considerável dos eritrócitos 
jovens G6PD A` são capazes de 
proporcionar proteção. 















Figura 13.13 

Declínio da atividade da glicose- 
-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) 
dos eritrócitos com a idade celular 
nas três formas mais comumente 
encontradas da enzima. 
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D. Biologia molecular da G6PD 


A clonagem do gene da G6PD e o sequenciamento de seu DNA (ver Cap. 
34) permitiram a identificação das mutações que causam a deficiência 
de G6PD. As mais de 400 variantes G6PD que foram identificadas expli- 
cam os numerosos fenótipos bioquímicos e clínicos que foram descritos. 
A maioria das mutações que resultam na deficiência enzimática são mu- 
tações de perda de sentido (ver pág. 449) na região codificante. Tanto a 
G6PD A` quanto a G6PD mediterrânea representam enzimas mutantes 
que diferem das respectivas variantes normais por um único aminoáci- 
do. Não foram identificadas mutações com grandes deleções ou com 
alteração do módulo de leitura, o que sugere que a ausência completa 
da atividade de G6PD possivelmente seja letal. 





(a E a 
VI. RESUMO DO CAPÍTULO 





A via das pentoses-fosfato consiste em uma fase oxidativa irreversível seguida de uma série de interconversões reversíveis de 
oses-fosfatos (Fig. 13.14). Nenhum ATP é diretamente consumido ou produzido na via. A nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
fosfato (NADPH) produzida na fase oxidativa da via é importante por proporcionar os equivalentes redutores para reações de 
biossíntese redutora e destoxificação. Nesta fase da via, glicose-6-fosfato é convertida irreversivelmente em ribulose-5-fos- 
fato, enquanto dois NADPH são produzidos. A etapa regulatória é a da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que é forte- 
mente inibida pelo aumento da relação NADPH/NADP”. Reações reversíveis não oxidativas interconvertem açúcares (oses). 
Essa parte da via converte ribulose-5-fosfato em ribose-5-fosfato, necessária para a sintese de nucleotídeos e de ácidos 
nucleicos, ou em frutose-6-fosfato e gliceraldeído-3-fosfato (intermediários da glicólise). NADPH é a fonte de equivalentes 
redutores para as biossínteses redutoras, tais como a produção de ácidos graxos no fígado, no tecido adiposo e na glândula 
mamária; colesterol no fígado; e hormônios esteroides na placenta, nos ovários, nos testículos e no córtex da suprarrenal. O 
NADPH também é requerido pelos eritrócitos para a redução do peróxido de hidrogênio. A glutationa reduzida (G-SH) é 
utilizada pela glutationa-peroxidase para reduzir peróxidos à água. A glutationa oxidada (G-S-S-G) produzida é reduzida pela 
glutationa-redutase, usando NADPH como fonte de elétrons. O NADPH proporciona equivalentes redutores para o sistema ci- 
tocromo P450 (CYP)-monoxigenase mitocondrial, usado na síntese de hormônios esteroides nos tecidos esteroidogênicos, 
na síntese de ácidos biliares pelo fígado e na ativação de vitamina D no fígado e nos rins. O sistema microssomal utiliza o 
NADPH para destoxificar compostos estranhos (xenobióticos), como fármacos e poluentes variados. O NADPH proporciona 
os equivalentes redutores para os fagócitos no processo de eliminação de microrganismos invasores. A NADPH-oxidase usa o 
oxigênio molecular (O,) e elétrons do NADPH para produzir radicais superóxido, os quais, por sua vez, podem ser convertidos 
em peróxidos pela superóxido-dismutase. A mieloperoxidase catalisa a formação do bactericida ácido hipocloroso a partir de 
peróxido e de íons cloreto. Um raro defeito genético na NADPH-oxidase causa granulomatose crônica, uma doença caracteri- 
zada por infecções graves e persistentes e por formação de granulomas. O NADPH é necessário para a sintese de óxido nítrico 
(NO), importante radical livre gasoso que causa vasodilatação por meio do relaxamento da musculatura lisa dos vasos, age 
como neurotransmissor, previne a agregação plaquetária e ajuda a mediar a atividade bactericida dos macrófagos. O NO 
é formado a partir de arginina e O, por três diferentes NO-sintases (NOS) dependentes de NADPH. As isoenzimas endotelial 
(eNOS) e neuronal (nNOS) produzem constantemente níveis muito baixos de NO para a vasodilatação e a neurotransmissão, 
respectivamente. A isoenzima induzível (iNOS) produz grandes quantidades de NO para defesa contra agentes patogênicos. A 
deficiência de G6PD prejudica a capacidade da célula de formar o NADPH essencial à manutenção do conjunto de G-SH. As 
células mais afetadas são os eritrócitos, pois eles não têm fontes adicionais de NADPH. A deficiência de G6PD é uma doença 
ligada ao X caracterizada por anemia hemolítica causada pela produção de radicais livres e peróxidos após administração de 
substâncias oxidantes, ingestão de feijão de fava ou infecções graves. O grau de gravidade da anemia depende da atividade 
residual da enzima. As variantes de classe |, as mais graves (e as menos comuns), estão associadas à anemia crônica hemo- 
lítica não esferocítica. Bebês com deficiência de G6PD podem desenvolver icterícia neonatal. 
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Mapa de conceitos-chaves para a via das pentoses-fosfato e para o nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato 
(NADPH). 


Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


13.1 Em preparação a uma viagem para uma área da Índia 
onde a malária resistente à cloroquina é endêmica, um Resposta correta = C. A glutationa (G-SH) é essencial para a inte- 
jovem recebe primaquina profilaticamente. Logo depois gridade dos eritrócitos e é mantida nesta forma reduzida (funcional) 
disso, ele desenvolve uma condição hemolítica devido a red ee Ri Ea a 
uma deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase. Um E E va das o ( Estao OA NUDE Gs da 
nível menor do que normal de qual dos seguintes com- da enzima regulatória dessa via, a glicose-6-fosfato desidrogenase 


postos é uma consequência da deficiência enzimática e (G6PD), têm uma capacidade diminuída para gerar NADPH e, por- 
a causa subjacente da hemólise? tanto, uma diminuição da capacidade de manter a G-SH reduzida. 
A. Glicose-6-fosfato. Quando tratados com um fármaco oxidante como a primaquina, al- 
B. Forma oxidada da nicotinamida-adenina-dinucleoti- guns pacientes com deficiência na G6PD desenvolvem anemia he- 

deo. molítica. A primaquina não afeta os níveis de glicose-6-fosfato. O 





nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzido (NAD[H]) não é produ- 
zido pela via nem utilizado como coenzima pela glutationa-redutase. 
Uma diminuição da ribose-5-fosfato não causa hemólise. 


C. Forma reduzida da glutationa. 
D. Ribose-5-fosfato. 
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13.2 


13.3 


13.4 


13.5 


O choque séptico, estado de insuficiência circulatória 
aguda caracterizada por hipotensão arterial persistente 
(pressão arterial baixa) e perfusão de órgãos inadequada 
refratária à ressuscitação volêmica, resulta de uma res- 
posta inflamatória grave à infecção bacteriana. Ele tem 
uma alta taxa de mortalidade e está associado a altera- 
ções no nível de óxido nítrico. Qual afirmação relativa ao 
choque séptico é provavelmente correta? 


A. A ativação da óxido nítrico-sintase endotelial provo- 
ca um aumento do óxido nítrico. 

B. A alta mortalidade é o resultado da longa meia-vida 
do óxido nítrico. 

C. Alisina, fonte de nitrogênio para síntese de óxido ni- 
trico, é desaminada por bactérias. 

D. A superprodução de óxido nítrico por uma enzima 
independente de cálcio é a causa da hipotensão. 

A um indivíduo a quem foi, recentemente, prescrito um 

medicamento (atorvastatina) para reduzir os níveis de co- 

lesterol, é aconselhável limitar o consumo de suco de po- 

melo, uma vez que a ingestão elevada desse suco resulta 

em um aumento do nível do medicamento no sangue, 

aumentando o risco dos efeitos colaterais. A atorvasta- 

tina é um substrato para a enzima CYP3A4 do citocromo 

P450, e o suco de pomelo inibe a enzima. Qual a afir- 

mação sobre as enzimas CYP é provavelmente correta? 

Elas: 


A. Aceitam elétrons do nicotinamida-adenina-dinucleo- 
tídeo reduzido. 

B. Catalisam a hidroxilação de moléculas hidrofóbicas. 

C. Diferem da óxido nítrico-sintase pois contêm heme. 

D. Atuam em associação com uma oxidase. 


Em pacientes do sexo masculino que são homozigotos 
para a deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase, 
uma condição ligada ao X, as consequências fisiopato- 
lógicas são mais evidentes nos eritrócitos do que em ou- 
tras células, como nas do fígado. Qual das seguintes in- 
formações fornece a explicação mais razoável para essa 
resposta diferente dos tipos celulares? 


A. A glicose-6-fosfato, em excesso no fígado, mas não 
nos eritrócitos, pode ser canalizada para a síntese de 
glicogênio, prevenindo danos celulares. 

B. As células do fígado, ao contrário das dos eritróci- 
tos, têm mecanismos alternativos para fornecer o 
nicotinamida-adenina-dinuclutídeo fosfato reduzido 
necessário para manter a integridade celular. 

C. Como os eritrócitos não têm mitocôndrias, a pro- 
dução de ATP necessária para manter a integridade 
das células depende exclusivamente do direciona- 
mento da glicose-6-fosfato para a via das pentoses- 
-fosfato. 

D. Nos eritrócitos, ao contrário das células do fígado, 
a atividade da glicose-6-fosfatase diminui o nível de 
glicose-6-fosfato, resultando em dano celular. 


Uma coenzima essencial para várias enzimas do metabo- 
lismo é derivada da vitamina tiamina. Qual a enzima dos 
eritrócitos cuja atividade pode ser usada para determinar 
o estado da tiamina no organismo? 


Resposta correta = D. A superprodução de óxido nítrico (NO) de 
vida curta (não de longa duração) pela óxido nítrico-sintase induzível 
(INOS), independente de cálcio, resulta em vasodilatação excessiva, 
levando à hipotensão. A enzima endotelial (eNOS) é constitutiva e 
produz baixos níveis de NO a uma velocidade constante. A NOS usa 
arginina, não a lisina, como fonte do nitrogênio. 


Resposta correta = B. As enzimas CYP hidroxilam compostos hidro- 
fóbicos, tornando-os mais solúveis em água. O nicotinamida-ade- 
nina-dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH) da via das pentoses- 
-fosfato é o doador de elétrons. Tanto as enzimas CYP quanto as 
isoenzimas da óxido nítrico-sintase contêm grupos heme. 


Resposta correta = B. O dano celular está diretamente relaciona- 
do à diminuição da capacidade da célula para regenerar a glutatio- 
na reduzida, para a qual são necessárias grandes quantidades de 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH), e os 
eritrócitos não têm outro meio senão a via das pentoses-fosfato para 
a geração de NADPH. O problema é o produto diminuído (NADPH), 
e não o aumento do substrato (glicose-6-fosfato). Os eritrócitos não 
têm glicose-6-fosfatase. A via das pentoses-fosfato não produz ATP. 


Os eritrócitos não têm mitocôndrias e, portanto, não contêm enzi- 
mas mitocondriais, como a piruvato-desidrogenase, que requer a 
coenzima derivada de tiamina, tiamina-pirofosfato (TPP). No entanto, 
eles contêm a transcetolase citosólica que requer a TPP, cuja ativida- 
de é usada clinicamente para avaliar o estado da tiamina. 





Glicosaminoglicanos, 
proteoglicanos e 
glicoproteínas 


l. VISÃO GERAL DOS GLICOSAMINOGLICANOS 





Os glicosaminoglicanos (GAGs) são grandes complexos de cadeias de hete- 
ropolissacarídeos com carga negativa. Em geral, estão associados a peque- 
nas quantidades de proteínas, formando proteoglicanos, geralmente cons- 
tituídos em até 95% de carboidratos. Os GAGs têm a capacidade especial 
de ligar grandes quantidades de água, formando uma espécie de gel, o qual 
forma uma base que, juntamente com proteínas fibrosas estruturais (como o 
colágeno, a elastina e a fibrilina-1) e proteínas adesivas (como a fibronecti- 
na), compõe a matriz extracelular (MEC). Os GAGs hidratados servem como 
suporte flexível da MEC, interagindo com proteínas estruturais e adesivas, 
e servem como peneiras moleculares, influenciando o movimento de subs- 
tâncias na MEC. As propriedades viscosas e lubrificantes das secreções das 
mucosas também resultam da presença de GAG, o que levou ao nome origi- 
nal desses compostos: mucopolissacarídeos. 


ll. ESTRUTURA 





Os GAGs são heteropolissacarídeos de cadeias longas e não ramificadas, 
compostos por uma unidade de dissacarídeo que se repete [açúcar ácido 
— açúcar aminado], (Fig. 14.1). (Nota: a única exceção é o queratan-sulfato, 
que contém a galactose em vez de açúcar ácido.) O açúcar aminado é a 
D-glicosamina ou a D-galactosamina, nas quais o grupo amino é geralmente 
acetilado, eliminando sua carga positiva. O aminoaçúcar pode também ser 
sulfatado no carbono 4 ou 6 ou em um nitrogênio não acetilado. O açúcar 
ácido é o ácido L-glicurônico ou seu epímero no carbono 5, o ácido D-idurô- 
nico (Fig. 14.2). Esses açúcares urônicos contêm grupos carboxila com carga 
negativa no pH fisiológico, e, junto com os grupos sulfato (-SO,”), conferem 
aos GAGs sua natureza fortemente negativa. 


A. Relação estrutura-função 


Devido à alta concentração de cargas negativas, essas cadeias de he- 
teropolissacarídeos tendem a estar estendidas quando em solução. 
Elas se repelem e são cercadas por uma camada de moléculas de água. 
Quando colocadas juntas, deslizam uma sobre a outra, tanto quanto 
dois ímãs com a mesma polaridade parecem deslizar um sobre o outro. 
Isso produz a consistência “escorregadia” das secreções das mucosas 





Figura 14.1 
Unidade dissacarídica de repetição 
dos glicosaminoglicanos. 





Figura 14.2 
Alguns monossacarídeos 
encontrados em glicosaminoglicanos. 
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Figura 14.3 
Resiliência dos glicosaminoglicanos. 


e do fluido sinovial. Quando uma solução de GAG é comprimida, a água 
é “espremida”, e os GAGs são forçados a ocupar um volume menor. 
Quando a compressão é suspensa, os GAGs voltam ao seu volume ori- 
ginal hidratado, devido à repulsão das suas cargas negativas. Essa pro- 
priedade contribui para a resiliência do fluido sinovial e do humor vítreo 
dos olhos (Fig. 14.3). 


B. Classificação 


Os seis principais tipos de GAG são divididos conforme a sua composi- 
ção monomérica, o tipo de ligação glicosídica, o grau e a localização de 
unidades sulfato. As estruturas dos GAGs e a sua distribuição no corpo 
estão ilustradas na Figura 14.4. Todos os GAGs, exceto o ácido hialurô- 
nico, são sulfatados e unidos covalentemente a proteínas, formando mo- 
nômeros de proteoglicanos. 


C. Proteoglicanos 


Os proteoglicanos são encontrados na MEC e na superfície externa das 
células. 


1. Estrutura do monômero. Um monômero de proteoglicano en- 
contrado na cartilagem consiste em uma proteína central à qual 
se unem covalentemente até 100 cadeias lineares de GAG. Essas 
cadeias, cada qual podendo ser composta por até 200 unidades 
dissacarídicas, estendem-se a partir da proteína central e se man- 
têm separadas devido à repulsão das cargas. A estrutura resultan- 
te lembra uma “escova para frascos” (Fig. 14.5). No proteoglicano 
da cartilagem, as espécies de GAG incluem a condroitina-sulfato 
e o queratan-sulfato. (Nota: os proteoglicanos são agrupados em 
famílias de genes que codificam as proteínas centrais com ca- 
racterísticas estruturais comuns. Um exemplo abundante na car- 
tilagem é a família agrecano [agrecano, versicano, neurocano e 
brevicano].) 


2. Ligação GAG-proteína. Essa união covalente ocorre mais comu- 
mente entre um tri-hexosídeo (galactose-galactose-xilose) e um re- 
síduo de serina na proteína. Uma ligação O-glicosídica (ver pág. 86) 
é formada entre a xilose e o grupo hidroxila da serina (Fig. 14.6). 


3. Formação de agregados. Muitos monômeros proteoglicanos 
podem se associar a uma molécula de ácido hialurônico para for- 
mar agregados de proteoglicanos. A associação não é covalente, 
e acontece principalmente por meio de interações iônicas entre a 
proteína central e o ácido hialurônico. A associação é estabilizada 
por pequenas proteínas adicionais, chamadas de proteínas de liga- 
ção (Fig. 14.7). 


Il. SÍNTESE 





As cadeias heteropolissacarídicas são alongadas pela adição sequencial al- 
ternada de açúcares ácidos e de aminoaçúcares, doados principalmente por 
seus derivados contendo difosfato de uridina (UDP, do inglês uridine diphos- 
phate). As reações são catalisadas por uma família de glicosiltransferases es- 
pecíficas. Como os GAGs são produzidos para exportação a partir da célula, 
a sua síntese ocorre principalmente no Golgi, e não no citosol. 
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Figura 14.4 

Estrutura das unidades de repetição e distribuição dos glicosaminoglicanos (GAGs). Grupos sulfato © são mostrados 
em todas as posições possíveis. GICUA e IdUA = ácidos glicurônico e idurônico; GalNAc = N-acetilgalactosamina; 
GIcNAc = N-acetilglicosamina; GIcN = glicosamina; Gal = galactose. 
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Figura 14.5 
Modelo do tipo “escova para frascos” 
de um monômero de proteoglicano 
de cartilagem. 





Figura 14.6 
Regiões de ligação dos 
glicosaminoglicanos. 


A. Síntese dos aminoaçúcares 


Os aminoaçúcares são componentes essenciais de glicoconjugados, 
como proteoglicanos, glicoproteínas e glicolipídeos. A via sintética dos 
aminoaçúcares (hexosaminas) é muito ativa no tecido conectivoconjun- 
tivo, no qual até 20% da glicose flui através dessa via. 


EE 


N-Acetilglicosamina e N-acetilgalactosamina. O monossacarí- 
deo frutose-6-fosfato é o precursor de N-acetilglicosamina (GIcNAc) 
e de N-acetilgalactosamina (GalNAc). Um grupo hidroxila da frutose 
é substituído pelo nitrogênio amídico de uma glutamina, e o produto 
glicosamina-6-fosfato é acetilado, isomerizado e ativado, produzin- 
do o derivado ligado a nucleotídeo UDP-GIcNAc (Fig. 14.8). O UDP- 
-GalNAc é formado pela epimerização de UDP-GIcNAc. São essas 
formas de UDP-açúcar dos aminoaçúcares que são usadas para 
alongar as cadeias de carboidratos. 


Ácido N-acetilneuramínico (NANA). O NANA, um monossacarí- 
deo ácido de nove carbonos (ver Fig. 17.15, pág. 209), é um membro 
da família de ácidos siálicos, cada um dos quais é acilado em um 
local diferente. Esses compostos são geralmente encontrados como 
resíduos glicídicos terminais de cadeias oligossacarídicas laterais de 
glicoproteínas, glicolipídeos ou, com menor frequência, de GAG. N- 
-Acetilmanosamina-6-fosfato (derivada de frutose-6-fosfato) e fosfo- 
enolpiruvato (um intermediário da glicólise; ver pág. 102) são as fon- 
tes imediatas dos carbonos e nitrogênios para síntese de NANA (ver 
Fig. 14.8). Antes que possa ser acrescentado a um oligossacarídeo 
crescente, o NANA deve ser ativado a monofosfato de citidina (CMP, 
do inglês cytidine monophosphate)-NANA pela reação com trifosfato 
de citidina (CTP, do inglês cytidine triphosphate). A CMP-NANA-sin- 
tetase catalisa a reação. (Nota: CMP-NANA é o único nucleotídeo- 
-açúcar no metabolismo humano em que o nucleotídeo carregador é 
um monofosfato e não um difosfato.) 


B. Síntese dos açúcares ácidos 


O ácido p-glicurônico, cuja estrutura é a da glicose com o carbono 6 oxi- 
dado (-CH,OH — -“COOH), e seu epímero no C-5, o ácido L-idurônico, são 
componentes essenciais dos GAGs. O ácido glicurônico também é neces- 





Ácido 
hialurônico 











Figura 14.7 


Agregado de proteoglicanos. GAG = glicosaminoglicano. 
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Glicose-6- Frutose-6- Glicosamina-6- Glicosamina-1- UDP- 
fosfato —— -fosfato msmo -fosfato €—> — tosfato -glicosamina 
Acetil-CoA 
ADP CoA PP; 
ATP N-acetilglicosamina-6-fosfato Glicosaminoglicanos 
k X 
Glicose La N-acetilglicosamina-1-fosfato 
N-acetilmanosamina-6-fosfato 
PEPA% UTP 
Ácido N-acetilneuramínico (NANA) PP; 
Ácido siálico, Cats o 
gangliosídeos, (— UDP-N-acetilglicosamina — Glicosaminoglicanos 
glicoproteínas CMP-NANA E ico protobraa i 
UDP-N-acetilgalactosamina 
Figura 14.8 


Síntese de aminoaçúcares. ADP = difosfato de adenosina; UTP e UDP = trifosfato e difosfato de uridina; 
CoA = coenzima A; PEP = fosfoenolpiruvato; CTP e CMP = trifosfato de citidina e monofosfato de citidina; 
PP, = pirofosfato. 


sário para a destoxificação de compostos lipofílicos, como bilirrubina (ver 
pág. 282), esteroides (ver pág. 240) e muitos fármacos, incluindo as estati- 
nas (ver pág. 224), porque a conjugação com o glicuronato (glicuronidação) 
aumenta a solubilidade em água. Em plantas e mamíferos (com exceção 
de porquinhos-da-índia e de primatas, incluindo o homem), o ácido gli- 
curônico é o precursor do ácido ascórbico (vitamina C), como mostrado na 
Figura 14.9. A via do ácido urônico proporciona, também, um mecanismo 
pelo qual a D-xilulose da dieta pode entrar nas vias metabólicas centrais. 


1. Ácido glicurônico. O ácido glicurônico pode ser obtido em pe- 
quenas quantidades da dieta e da degradação lisossômica de 
GAG. Também, pode ser sintetizado pela via do ácido urônico, na 
qual a glicose-1-fosfato reage com trifosfato de uridina (UTP, do 
inglês uridine triphosphate) e é convertida em UDP-glicose. A oxi- 
dação de UDP-glicose produz ácido UDP-glicurônico, a forma que 
fornece ácido glicurônico para síntese de GAG e a glicuronidação 
(Fig. 14.10). O produto final do metabolismo do ácido glicurônico 





ÁCIDO D-GLICURÔNICO ———> 1-Gulonato —> +> —> ÁCIDO 1-ASCÓRBICO 
0, 








XILULOSE-REDUTASE DEPENDENTE DE NADPH Co; <«, 
e Sua deficiência causa “pentosúria essencial”. t-Xilulose 1 QULONOEACTONAOXIDASE: 
« Esta enzima está ausente em primatas 
* A L-xilulose, nesse caso, é encontrada em e porquinhos-da-índia 


quantidades significativas na urina. 


ii g à Xilitol + Portanto, nesses animais (incluindo 
+ Essa é uma condição autossômica recessiva K os seres humanos), o ácido ascórbico 
comum e benigna em judeus asquenaze. p-Xilul ia 


Dieta | é uma vitamina essencial na dieta. 








D-XILULOSE-5-P——> VIA DAS PENTOSES-FOSFATO 








Figura 14.9 
Metabolismo do ácido glicurônico. NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato reduzido; 
CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 14.10 

Oxidação de UDP-glicose a 
UDP-ácido glicurônico. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo. 


em seres humanos é a D-xilulose-5-fosfato, que pode entrar na 
via das pentoses-fosfato e produzir os intermediários glicolíticos 
gliceraldeído-3-fosfato e frutose-6-fosfato (ver Fig. 14.9; ver tam- 
bém Fig. 13.2, pág. 146). 


2. Ácido L-idurônico. A síntese do ácido L-idurônico ocorre após o 
ácido D-glicurônico ser incorporado na cadeia oligossacarídica. A 
uronosil-5-epimerase catalisa a epimerização do açúcar D em L. 


Síntese da proteína central 


A proteína central é sintetizada pelos ribossomos no retículo endoplas- 
mático rugoso (RER), entra no seu lúmen e, depois, se move para o 
Golgi, onde é glicosilada por glicosiltransferases ligadas à membrana. 


Síntese da cadeia oligossacarídica 


A formação de cadeia oligossacarídica é iniciada pela síntese de um li- 
gante pequeno na proteína central sobre o qual a sintese da cadeia de 
carboidratos ocorrerá. O ligante mais comum é o tri-hexosídeo formado 
pela transferência de uma xilose da UDP-xilose para o grupo hidroxila 
de uma serina (ou treonina), catalisada pela xilosiltransferase. Duas mo- 
léculas de galactose são acrescentadas, completando o tri-nexosídeo. 
A isso, se segue uma adição sequencial alternada de açúcares ácidos e 
aminados (Fig. 14.11) e a epimerização de alguns resíduos de D-glicuro- 
nil a L-iduronil. 


Adição de grupos sulfato 


Depois que o monossacarídeo a ser sulfatado incorporar-se à cadeia oli- 
gossacarídica crescente, ocorre a sulfatação do GAG. A fonte de sulfato 
é 03'-fosfoadenosil-5'-fosfossulfato ([PAPS] uma molécula de AMP com 
um grupo sulfato ligado ao 5'-fosfato; ver Fig. 17.16, pág. 210). A reação 
de sulfatação é catalisada por sulfotransferases. A síntese de condroi- 
tina-sulfato, um GAG sulfatado, é mostrada na Figura 14.11. (Nota: o 
PAPS é também o doador de enxofre na síntese de glicoesfingolipídeos 
[veja p. 210].) 





um de vários distúrbios autossômicos recessivos, as condrodistrofias, 
que afetam o bom desenvolvimento e a manutenção do sistema esque- 


Um defeito na sulfatação das cadeias crescentes dos GAGs resulta em 
lético. 





IV. DEGRADAÇÃO 





Os GAGs são degradados nos lisossomos, que contêm enzimas hidrolíticas 
mais ativas em pH de aproximadamente 5. Assim, essas enzimas, como um 
grupo, são denominadas hidrolases ácidas. (Nota: o baixo pH ótimo é um 
mecanismo de proteção, pois impede que as enzimas destruam a célula em 
caso de vazamento para o citosol, onde o pH é neutro.) As meias-vidas dos 
GAGs variam de minutos a meses e são influenciadas pelo tipo de GAG e sua 
localização no corpo. 
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A. Fagocitose dos GAGs 


Proteína central 
Os GAGs, sendo compostos extracelulares ou da superfície celular, para vor) UDP 
serem degradados, devem primeiro ser envolvidos por uma invagina- 
ção da membrana celular (fagocitose), formando uma vesícula dentro da Em É 
qual ocorre a degradação. Essa vesícula se funde com um lisossomo, o 

Ser 


formando uma única vesícula digestiva que degrada os GAGs de forma 
eficaz (ver pág. 150 para uma discussão sobre a fagocitose). 


B. Degradação lisossômica 


A degradação lisossômica dos GAGs requer um grande número 
de hidrolases ácidas para a digestão completa. Inicialmente, as ca- 
deias polissacarídicas são clivadas por endoglicosidases, produzindo 
oligossacarídeos. A degradação posterior dos oligossacarídeos ocorre Q Região 
BD a de 





sequencialmente, a partir da extremidade não redutora de cada cadeia 
(ver pág. 127), de modo que o último grupo (sulfato ou açúcar) acres- Panção 
centado durante a síntese é o primeiro a ser removido por sulfatases ou 

exoglicosidases. Exemplos de algumas dessas enzimas e das ligações 

que elas hidrolisam são mostrados na Figura 14.12. (Nota: endoglicosi- UDP T 
dases e exoglicosidases também participam da degradação lisossômi- 

ca das glicoproteínas [ver pág. 170] e dos glicolipídeos [ver pág. 210]. UDP 

Deficiências nessas enzimas resultam no acúmulo de oligossacarídeos o 

parcialmente degradados, levando a um dano tecidual.) 





ve- UDP 


de depósito lisossômico rara, em que há prejuízo na atividade de to- 3 S 
das as sulfatases devido a um defeito na formação de formilglicina, um B 
derivado de aminoácido necessário no sítio ativo, para que a atividade $ È 


A deficiência múltipla de sulfatases (doença de Austin) é uma doença 
enzimática ocorra. 





V. MUCOPOLISSACARIDOSES T 


As etapas 4 e 5 são 
repetidas até que a 
cadeia esteja completa 











As mucopolissacaridoses são doenças hereditárias (1:25.000 nascimentos) 
causadas por deficiência em uma das hidrolases lisossômicas normalmen- 
te envolvidas na degradação de heparan-sulfato e/ou dermatan-sulfato (Fig. 
14.12). Elas constituem doenças progressivas caracterizadas pelo acúmulo 


de GAG em vários tecidos, provocando sintomas variados, como deforma- PAP“(S) PAP 

ções esqueléticas e da MEC e retardo mental. Todas são doenças autossômi- a n: 
cas recessivas, exceto a síndrome de Hunter, que é ligada ao X. As crianças f) G 

homozigotas para uma dessas doenças são aparentemente normais ao nas- w © 

cer, mas sua situação se deteriora gradativamente. Em deficiências graves, a 


morte ocorre na infância. Atualmente, não há cura. A degradação lisossômica A 

incompleta de GAG resulta na presença de oligossacarídeos na urina. Estes 1 1 
fragmentos podem ser utilizados para diagnosticar a mucopolissacaridose Ser mm) ue Ser: 
específica, pois, identificando a estrutura do residuo presente na extremidade ® 

não redutora do oligossacarídeo, se teria o substrato para a enzima deficien- :Xil O : GICUA 
te. O diagnóstico é confirmado avaliando-se o nível celular das hidrolases Legenda a , 
lisossômicas do paciente. Os transplantes de medula óssea e de cordão um- Q sa 4 Geno 
bilical, em que os macrófagos transplantados produzem as enzimas que de- 
gradam os GAGs, foram usados para tratar as síndromes de Hurler e Hunter, 
com sucesso limitado. A terapia de reposição enzimática está disponível para 
ambas as síndromes, mas não previne danos neurológicos. 











Figura 14.11 

Síntese de condroitina-sulfato. 
PAP-S) = 3'-fosfoadenosil-5'- 
-fosfossulfato; Ser = serina. 
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SÍNDROME DE HUNTER (MPS Il) 
e Deficiência da iduronato-sulfatase. 








IdUA- es GIcUA- dm GIcUA « Deficiência ligada ao cromossomo X. 


SÍNDROME DE HURLER (MPS | H) + Amplo espectro de gravidade. Sem 
« Deficiência da a-L-iduronidase. opacificação da córnea, mas com 
Aiii tiss MPS deformidade física moderada a grave 
* A mais grave forma de E E s E 
aa T Iduronato-sulfatase e deficiência de desenvolvimento. 
* Opacificação da córnea, deficiênci « Terapia de reposição enzimática 











no desenvolvimento, nanismo, fei disponível. 
faciais rudes (dismórficas), obstrução 


das vias aéreas superiores, perda de + As degradações do dermatan-sulfato 











audição. IdUA- a GIcUA- sm GICUA = e do heparan-sulfato são afetadas. 
« Prejuízo nas degradações do 

dermatan-sulfato e do heparan-sulfato. po e ru 
« Deposição nas artérias coronarianas 

leva à isquemia e à morte precoce. UA 
« Pode ser tratada por meio de transplante © 


de medula óssea ou de sangue de cordão x DR EP O 
umbilical, preferencialmente antes dos CMEI UA CIO ND SIGUA 


18 meses de vida. © 


e Terapia de reposição enzimática 
disponível. 


* Formas mais leves (Hurler-Scheie 
e Scheie) conhecidas. 
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Acetil-coenzima A 
SÍNDROME DE SANFILIPPO TIPOS A-D (MPS III) 
+ Quatro passos enzimáticos são necessários 


para a remoção de resíduos de glicosamina 
N-sulfatados ou N-acetilados do heparan-sulfato: 


Tipo A: deficiência da heparan-sulfatase. 
Tipo B: deficiência da N-acetil-glicosaminidase. 
Tipo C: deficiência de acetil-CoA: a-glicosaminida 


Acetil-CoA:a-glicosaminida-acetiltransferase 


CoA 


GIcNAc -GIcUA-GIcNAc-GIcUA---— 

















acetiltransferase. N-acetilglicosaminidase 
Tipo D: deficiência da N-acetil-glicosamina-6- B, 
-sulfatase. G c SÍNDROME DE SLY (MPS VII) 


+ Graves distúrbios do sistema nervoso; deficiência 
noidéss volvimento: + Deficiência da P-glicuronidase. 

+ Hepatoesplenomegalia, deformidades 
ósseas, baixa estatura, opacificação 
da córnea e deficiência do 
desenvolvimento. 
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B-Glicuronidase 
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+ As degradações do dermatan-sulfato 


GIcUA e do heparan-sulfato são afetadas. 





GlcNAc-GIcUA -= 





N-acetilglicosamina-6-sulfatase 


GICNAC-GICUA 











Figura 14.12 

Degradação do glicosaminoglicano heparan-sulfato por enzimas lisossômicas, indicando os sítios das deficiências 
enzimáticas em algumas mucopolissacaridoses (MPS). (Nota: deficiências na galactosamina-6-sulfatase e 

na B-galactosidase, que degradam o queratan-sulfato, resultam na síndrome de Morquio [MPS IV] A e B, 
respectivamente. Deficiências na arilsulfatase B que degrada dermatan-sulfato resultam na síndrome de 
Maroteaux-Lamy [MPS VI].) GICUA e IdUA = ácidos glicurônico e idurônico; GalNAc = N-acetilgalactosamina; 
GIcNAc = N-acetilglicosamina; GIcN = glicosamina; © = sulfato. 
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VI. VISÃO GERAL DE GLICOPROTEÍNAS 





Glicoproteínas são proteínas às quais oligossacarídeos (glicanos) estão liga- 
dos de forma covalente. (Nota: a glicosilação é a modificação pós-traducio- 
nal mais comum das proteínas.) Elas diferem dos proteoglicanos de várias 
maneiras importantes. As glicoproteínas contêm quantidades altamente va- 
riáveis de carboidratos, mas geralmente inferiores às dos proteoglicanos. Por 
exemplo, a glicoproteína imunoglobulina G (IgG) contém < 4% de sua massa 
como carboidrato, enquanto o proteoglicano agrecano contém > 80%. Nas 
glicoproteínas, o glicano é relativamente curto (geralmente de dois a dez re- 
síduos de oses de comprimento, embora possa ser mais longo); não contém 
unidades dissacarídicas repetidas e, consequentemente, é estruturalmente 
diversificado; é, muitas vezes, ramificado em vez de linear; pode ou não ser 
carregado negativamente. As glicoproteínas ligadas à membrana participam 
de um amplo espectro de fenômenos celulares, incluindo reconhecimento da 
superfície celular (por outras células, hormônios e vírus), antigenicidade da 
superfície celular (p. ex., antígenos de grupos sanguíneos) e como compo- 
nentes da MEC e das mucinas dos tratos gastrintestinal e urogenital, onde 
atuam como lubrificantes biológicos protetores. Além disso, quase todas as 
proteínas globulares presentes no plasma humano são glicoproteínas, em- 
bora a albumina seja uma exceção. A Figura 14.13 resume algumas funções 
das glicoproteínas. 


VII. ESTRUTURA DOS OLIGOSSACARÍDEOS 





Os oligossacarídeos (glicanos) de glicoproteínas são, geralmente, heteropoli- 
meros ramificados compostos principalmente por p-hexoses, com a adição, 
em alguns casos, do ácido neuramínico (uma nonose) e de L-fucose, uma 
6-desoxi-hexose. 


A. Ligação carboidrato-proteína 


O glicano pode estar ligado à proteína por uma ligação N- ou O-glicosi- 
dica (ver pág. 86). No primeiro caso, a cadeia oligossacarídica está unida 
ao grupo amida da cadeia lateral de uma asparagina e, no segundo, 
ao grupo hidroxila da cadeia lateral de uma serina ou de uma treonina. 
(Nota: no caso do colágeno, há uma ligação O-glicosídica entre galacto- 
se ou glicose e o grupo hidroxila da hidroxilisina [ver pág. 47].) 


B. Oligossacarídeos N- e O-ligados 


Uma glicoproteína pode conter apenas um tipo de ligação glicosídica 
(N- ou O-), ou pode ter os dois tipos na mesma molécula. 


1. O-Ligados. Os glicanos O-ligados podem conter um ou mais de 
uma ampla variedade de oses, organizadas na forma de cadeias li- 
neares ou ramificadas. Muitos são encontrados como componentes 
de glicoproteínas de membranas ou em glicoproteínas extracelula- 
res. Por exemplo, oligossacarídeos O-ligados na superfície dos eri- 
trócitos ajudam a fornecer os determinantes dos grupos sanguíneos 
ABO. O grupo sanguíneo será A se o açúcar terminal no glicano for 
GalNAc; caso for galactose, o grupo sanguíneo será B. Mas, se nem 
GalNAc e nem galactose estiverem presentes, o grupo sanguíneo 
será O. 





Glicoproteínas 
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Figura 14.13 
Funções das glicoproteínas. 
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Figura 14.14 

Oligossacarídeos N-ligados 
complexos (superior) e de alto teor de 
manose (inferior). (Nota: os membros 
de cada classe contêm o mesmo 
núcleo de pentassacarídeo [mostrado 
dentro da caixa].) NANA = ácido 
N-acetilneuramínico; Gal = galactose; 
GIcNAc = N-acetilglicosamina; 

Man = manose; Fuc = fucose; 

Asn = asparagina. 


2. N-Ligados. Os glicanos N-ligados são de duas grandes classes: 
os complexos e os ricos em manose. Ambos contêm o mesmo pen- 
tassacarídeo central mostrado na Figura 14.14, mas os oligossa- 
carídeos complexos contêm um grupo distinto de açúcares adi- 
cionais (p. ex., GIcNAc, GalNAc, L-fucose e NANA), enquanto os 
oligossacarídeos ricos em manose contêm, basicamente, manose. 


VIII. SÍNTESE DAS GLICOPROTEÍNAS 





Proteínas que se destinam ao citoplasma são sintetizadas em ribossomos 
livres no citosol. Entretanto, as proteínas, incluindo glicoproteinas, que se 
destinam às membranas celulares, aos lisossomos, ou a serem exportadas 
da célula, são sintetizadas em ribossomos ligados ao RER. Essas proteínas 
contêm sequências sinalizadoras específicas, que funcionam como etique- 
tas moleculares encaminhando as proteínas a seus devidos destinos. Uma 
sequência sinalizadora hidrofóbica N-terminal inicialmente direciona essas 
proteínas ao RER, possibilitando que o polipeptídeo em crescimento seja 
deslocado ao lúmen do RER (ver pág. 459). A seguir, as proteínas são trans- 
portadas por vesículas secretoras ao Golgi, que funciona como um centro de 
triagem (Fig. 14.15). No Golgi, aquelas glicoproteínas que devem ser secreta- 
das da célula (ou destinadas aos lisossomos) são empacotadas em vesículas 
que fundem com a membrana celular (ou lisossômica), liberando seus con- 
teúdos. As glicoproteínas que devem se tornar componentes da membrana 
celular se integram à membrana do Golgi, a qual forma “brotos” e, posterior- 
mente, vesículas, que se fusionam com a membrana celular, incorporando, 
assim, as glicoproteínas. (Nota: as glicoproteínas da membrana têm a sua 
orientação de forma que a porção glicídica fique voltada para o lado de fora 
da célula [ver Fig. 14.15.) 


A. Componentes glicídicos 


Os precursores dos componentes glicídicos das glicoproteínas são oses 
ativadas na forma de nucleotídeos-açúcares, os quais incluem UDP- 
-glicose, UDP-galactose, UDP-GIcNAc e UDP-GalNAc. Além disso, di- 
fosfato de guanosina (GDP, do inglês guanosine diphosphate)-manose, 
GDP-.-fucose (sintetizada a partir da GDP-manose) e CMP-NANA po- 
dem doar açúcares à cadeia em crescimento. (Nota: quando o NANA 
(acídico) estiver presente, o oligossacarídeo terá uma carga negativa em 
pH fisiológico.) Os oligossacarídeos são unidos covalentemente às ca- 
deias laterais de aminoácidos específicos na proteína, onde a estrutura 
tridimensional da proteína determina se um aminoácido específico é ou 
não glicosilado. 


B. Síntese das glicoproteínas O-ligadas 


A síntese das glicoproteínas O-ligadas é muito semelhante à dos GAGs 
(ver pág. 158). Em primeiro lugar, a proteína à qual os açúcares devem 
ser unidos é sintetizada no RER e deslocada ao seu lúmen. A glicosila- 
ção começa com a transferência de uma GalNAc (a partir de UDP-Gal- 
NAc) para um grupo hidroxila da cadeia lateral de um resíduo específico 
de serina ou treonina. As glicosiltransferases responsáveis pela síntese 
gradual dos oligossacarídeos (a partir dos açúcares individuais) estão 
ligadas às membranas do Golgi. Elas agem em uma ordem específica, 
sem usar um molde (como ocorre na síntese de DNA, ácido ribonucleico 
[RNA] ou de proteínas [ver Unidade VII), mas reconhecendo a estrutura 
real do oligossacarídeo em crescimento como o substrato adequado. 
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C. Síntese das glicoproteínas N-ligadas 

























A síntese das glicoproteínas N-ligadas ocorre no lúmen do RER e requer 
a participação do derivado fosforilado do dolicol (dolicol-pirofosfato), um 
lipídeo da membrana do RER (Fig. 14.16). O produto inicial é processado 
no RER e no Golgi. 


RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO RUGOSO (RER) 
* Ribossomos estão unidos ao lado 
citosólico da membrana. 


* Vesículas contendo proteinas são enviadas 

ao Golgi para o processamento. 

1. Síntese do dolicol-oligossacarídeo. Como acontece com as 
glicoproteínas O-ligadas, a proteína é sintetizada no RER e entra 
no seu lúmen. Entretanto, ela não é glicosilada com os açúcares 
individuais. Em vez disso, primeiro é formado um oligossacarídeo 
ligado a lipídeo. Esse consiste no dolicol (um lipídeo de membrana 
do RER formado a partir de um intermediário da síntese de coleste- 
rol; ver pág. 221) unido por meio de uma ligação de pirofosfato a um As vesículas brotam a 
oligossacarídeo contendo GIcNAc, manose e glicose. Os açúcares PEAR faia 


7 z S $ conteúdos se Vesícula 
acrescentados sequencialmente ao dolicol pelas glicosiltransferases destinam à 















secretora 
de membrana são, em primeiro lugar, GIcNAc, seguido de manose e membrana celular, 
H ' z z ; ao ambiente xK 
glicose (ver Fig. 14.16). O oligossacarídeo com 14 unidades de ose || extracelular ou aos © 
é então transferido do dolicol para o nitrogênio amídico de um resí- lisossomos. 
duo de asparagina da proteína a ser glicosilada por uma proteina- APARELHO 
-oligossacarídeo-transferase presente no retículo endoplasmático DE GOLGI 


rugoso. (Nota: a tunicamicina inibe a glicosilação N-ligada.) 





Distúrbios congênitos da glicosilação (DCG) são causados principal- 
mente por deficiências na N-glicosilação de proteínas, seja na agrega- 
ção dos oligossacarídeos (tipo |) ou no seu processamento (tipo Il). 








Glicoproteínas que devem ser 
secretadas da célula 
permanecem livres no lúmen, 
não sendo incorporadas na 
membrana vesicular. 












Glicoproteínas que devem se 
ESPAÇO INTRACELULAR tornar componentes da 
TT Il] membrana da célula são 
integradas à membrana das 
ESPAÇO EXTRACELULAR vesículas secretoras que brotam 







do Golgi e se fundem com a 
membrana da célula. 











Figura 14.15 
Transporte de glicoproteinas para e pelo Golgi e sua subsequente secreção ou incorporação ao lisossomo 
ou à membrana celular. 
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Extremidade 5' — Ribossomos 














A síntese proteica inicia e a 
cadeia polipeptídica é deslocada 
para o Iúmen do retículo 
endoplasmático rugoso (RER). 
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medida que a proteína se 
movimenta pelo RER. 







Peptídeo em crescimento 
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dolicol ao N amídico de um resíduo 
de asparagina da cadeia polipeptídica NH, 
em crescimento. 






Um oligossacarídeo ramificado 
é sintetizado unido ao 
dolicol-pirofosfato. 













RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO RUGOSO 
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No Golgi, ocorrem clivagens 
e/ou adições de monossacarídeos. 
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Figura 14.16 
Síntese das N-glicoproteinas. O = N-acetilglicosamina; [] = manose; € = glicose; W = galactose; © ou < = grupo 
terminal (fucose ou ácido N-acetilneuramínico); RNAm = RNA mensageiro; Asn = asparagina. 





2. Processamentos dos oligossacarídeos N-ligados. Após a adi- 
ção à proteína, o oligossacarídeo N-ligado é processado pela re- 
moção de resíduos manosila e glicosila específicos, à medida que 
a glicoproteína se movimenta pelo RER. Finalmente, as cadeias 
de oligossacarídeos são completadas no Golgi por adição de ou- 
tros açúcares (p. ex., GIcNAc, GalNAc, manoses adicionais e en- 
tão fucose ou NANA como grupos terminais) para produzir uma 
glicoproteína complexa. Alternativamente, eles podem não ser 
processados, deixando cadeias ramificadas contendo manose em 
uma glicoproteína de alto teor de manose (ver Fig. 14.16). O destino 
final das N-glicoproteínas é o mesmo das O-glicoproteínas - por 
exemplo, podem ser liberadas pelas células ou fazer parte da mem- 
brana celular. Além disso, as glicoproteínas N-ligadas podem ser 
direcionadas aos lisossomos. (Nota: a glicosilação não enzimática 
de proteínas é conhecida como glicação; ver pág. 33.) 
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CITOSOL 
CIS GOLGI Manose 
fosforilada 
teina Oligossacarídeo 
EM a TRANS GOLGI 





ENDOPLASMÁTICO 
RUGOSO 





DOENÇA DA CÉLULA-I 


e Causada por uma deficiência na enzima 
que fosforila manose no C-6. 


TRANSPORTE 
VESICULAR 


+ Caracterizada por anormalidades ósseas, 
restrição nos movimentos das 
articulações, feições faciais grosseiras e 
grave prejuízo psicomotor. 


+ A morte geralmente ocorre no início 
da infância. 











Figura 14.17 
Mecanismo de transporte de N-glicoproteínas aos lisossomos. Asn = asparagina; Man = manosse; (P) = fosfato; 
P, = fosfato inorgânico. 


3. Enzimas lisossômicas. As N-glicoproteínas, ao serem processa- 
das no Golgi, podem ser fosforiladas no carbono 6 de um ou mais 
resíduos de manose. UDP-GIcNAc fornece o fosfato na reação 
catalisada por uma fosfotransferase. Os receptores localizados no 
Golgi ligam-se aos resíduos de manose-6-fosfato dessas proteinas, 
resultando no seu empacotamento em vesículas e no transporte 
aos lisossomos. A doença da célula-l é uma doença de depósito 
lisossômico rara na qual a fosfotransferase é deficiente. Por isso, 
as proteínas são secretadas, em vez de serem direcionadas aos li- 
sossomos. Consequentemente, as hidrolases ácidas normalmente 
encontradas na matriz lisossômica estão ausentes, resultando em 
um acúmulo de substratos para essas enzimas faltantes. (Nota: a 
doença da célula-l tem esse nome pela presença de grandes corpos 
de inclusão nas células de pacientes com essa doença.) Além disso, 
quantidades elevadas de enzimas lisossômicas são encontradas no 
plasma e na urina desses pacientes, indicando que o processo de 
transporte direcionado aos lisossomos (e não a via sintética dessas 
enzimas) esteja deficiente. A doença da célula-l se caracteriza por 
anormalidades ósseas, restrição nos movimentos das articulações, 
feições faciais rudes (dismórficas) e dificuldades psicomotoras gra- 
ves. (Nota: como a doença das células-| tem características comuns 
às mucopolissacaridoses e esfingolipidoses [ver pág. 210], ela é de- 
nominada mucolipidose [tipo |l].) Atualmente, não há cura, e a morte 
por complicações cardiopulmonares ocorre, geralmente, na primei- 
ra infância. 
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IX. DEGRADAÇÃO LISOSSÔMICA 
DAS GLICOPROTEÍNAS 





A degradação de glicoproteínas é semelhante à dos GAGs (ver pág. 163). 
Geralmente, cada hidrolase ácida lisossômica é específica para a remoção 
de um componente da glicoproteína. Essas enzimas são, basicamente, exo- 
enzimas que removem seus respectivos grupos na ordem inversa de sua 
incorporação (“último a entrar, primeiro a sair”). Se qualquer enzima degra- 
dativa estiver faltando, a degradação por parte das outras exoenzimas não 
pode continuar. Um grupo de doenças autossômicas recessivas bastante 
raras, chamadas de doenças de depósito de glicoproteínas (oligossacarido- 
ses), causadas pela deficiência de uma das enzimas degradativas, resulta no 
acúmulo de estruturas parcialmente degradadas nos lisossomos. Por exem- 
plo, a-manosidose tipo 3 é uma deficiência grave, progressiva e fatal da en- 
zima a-manosidase. A apresentação da doença é semelhante à da síndrome 
de Hurler, e uma deficiência imunitária também é observada. Fragmentos de 
oligossacarídeos ricos em manose podem ser detectados na urina. O diag- 
nóstico é realizado por ensaio enzimático. 





~ 





X. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os glicosaminoglicanos (GAGs) são longas cadeias de heteropolissacarídeos lineares, de carga negativa, geralmente 
compostas por uma unidade dissacarídica que se repete [açúcar ácido-aminoaçúcar], (Fig. 14.18). O aminoaçúcar é a D-gli- 
cosamina ou a L-galactosamina, nas quais o grupo amino é geralmente acetilado, eliminando sua carga positiva. O aminoaçú- 
car pode também ser sulfatado no carbono 4 ou 6 ou em um nitrogênio não acetilado. O açúcar ácido é o ácido p-glicurônico 
ou seu epímero no carbono 5, o ácido L-idurônico. Os GAGs associam-se a grandes quantidades de água, produzindo a matriz 
semelhante a um gel que forma a base da substância fundamental do organismo. As propriedades viscosas e lubrificantes das 
secreções das mucosas são também devidas à presença de GAG, o que levou esses compostos a serem originalmente cha- 
mados de mucopolissacarídeos. Há seis principais tipos de GAGs, incluindo condroitina-4-sulfato e condroitina-6-sulfato, 
queratan-sulfato, dermatan-sulfato, heparina, heparan-sulfato e ácido hialurônico. Todos os GAGs, com exceção do ácido 
hialurônico, são encontrados unidos covalentemente a uma proteina central, formando monômeros de proteoglicanos. Mui- 
tos monômeros de proteoglicanos se associam a uma molécula de ácido hialurônico para formar agregados de proteoglica- 
nos. Os GAGs são sintetizados no Golgi. As cadeias de polissacarídeos são alongadas pela adição sequencial alternada dos 
açúcares ácidos e dos aminoaçúcares, doados por seus respectivos UDP-derivados. O p-glicuronato pode ser epimerizado a 
L-iduronato. A última etapa da síntese é a sulfatação de alguns dos aminoaçúcares. A fonte do sulfato é o 3'-fosfoadenosil-5'- 
-fosfossulfato (PAPS). Os proteoglicanos completos são secretados na matriz extracelular (MEC) ou permanecem associa- 
dos à superfície externa das células. Os GAGs são degradados pelas hidrolases ácidas lisossômicas. Os oligossacarídeos 
são inicialmente clivados da proteína e, a seguir, degradados sequencialmente a partir da extremidade não redutora de cada 
cadeia. Uma deficiência de qualquer das hidrolases resulta em uma mucopolissacaridose. Essas são doenças hereditárias, 
em que os GAGs se acumulam nos tecidos, causando sintomas como deformidades nos ossos e na MEC e retardo mental. 
Entre essas doenças genéticas, estão as síndromes de Hunter (ligada ao X) e de Hurler. Glicoproteínas são proteínas que 
têm oligossacarídeos (glicanos) ligados de forma covalente. Elas diferem dos proteoglicanos, pois a cadeia oligossacarídica 
da glicoproteína é relativamente curta (em geral de 2 a 10 resíduos de ose, embora possa ser mais longa), pode ser ramificada e 
não tem repetições de dissacarídeos em série como os glicosaminoglicanos. As glicoproteínas ligadas à membrana participam 
de um amplo espectro de fenômenos celulares, incluindo reconhecimento da superfície celular (por outras células, hormô- 
nios e vírus), antigenicidade da superfície celular (p. ex., antígenos de grupos sanguíneos) e como componentes da matriz 
extracelular e das mucinas dos tratos gastrintestinal e urogenital, onde atuam como lubrificantes biológicos protetores. Além 
disso, quase todas as proteínas globulares presentes no plasma humano são glicoproteínas. As glicoproteínas são sintetizadas 
no retículo endoplasmático rugoso (RER) e no Golgi. Os precursores dos componentes glicídicos das glicoproteínas são os 
nucleotídeos-açúcares. As glicoproteínas O-ligadas são sintetizadas no Golgi pela transferência sequencial de açúcares a 
partir de seus nucleotídeos carregadores para o grupo hidroxila de um resíduo de serina ou treonina da proteína. As glicopro- 
teínas N-ligadas são sintetizadas pela transferência de um oligossacarídeo pré-formado de seu doador lipídico presente na 
membrana do RER, o dolicol-pirofosfato, para o N da amida de um resíduo de asparagina na proteína. Elas contêm quantida- 
des variáveis de manose. Uma deficiência na fosfotransferase que fosforila resíduos de manose no carbono 6 em enzimas que 
são glicoproteínas N-ligadas, destinadas aos lipossomos, resulta na doença das células-l. As glicoproteínas são degradadas 
nos lisossomos por hidrolases ácidas. Uma deficiência em qualquer dessas enzimas resulta em doenças de armazenamento 
lisossomal de glicoproteínas (oligossacaridoses), causando acúmulo de estruturas parcialmente degradadas no lisossomo. 
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Figura 14.18 


Mapa de conceitos-chaves para glicosaminoglicanos e glicoproteínas. MEC = matriz extracelular. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


14.1 


14.2 


14.3 


14.4 


14.5 


Mucopolissacaridoses são doenças genéticas de depó- 
sito lisossômico. Elas são causadas por: 
A. Defeitos na degradação de glicosaminoglicanos. 
B. Defeitos no direcionamento das enzimas ao lisossomo. 
C. Uma maior velocidade de síntese do componente 
glicídico dos proteoglicanos. 
D. Uma taxa insuficiente de síntese de enzimas proteo- 
líticas. 
E. Síntese de quantidades anormalmente pequenas de 
proteínas centrais. 
F. Síntese de heteropolissacarídeos com uma estrutura 
alterada. 


A presença do seguinte composto na urina de um pa- 
ciente sugere deficiência em qual das enzimas listadas? 


Sulfato Sulfato 
I l 


GalNac—GIcUA—GalNAc— 


Galactosidase. 
Glicuronidase. 
Iduronidase. 
Manosidase. 
Sulfatase. 


Um bebê de 8 meses de idade com traços faciais rudes, 
anormalidades ósseas, atraso no crescimento e no de- 
senvolvimento cerebral é diagnosticado com doença da 
célula-l, com base em suas manifestações clínicas, seus 
exames histológicos e bioquímicos. A doença da célula-l 
é caracterizada por: 


A. decréscimo de produção de glicoproteínas O-ligadas 
de superfície celular. 

níveis elevados de hidrolases ácidas no sangue. 
incapacidade de N-glicosilar proteinas. 

aumento da síntese de proteoglicanos. 
oligossacarídeos na urina. 


Uma criança com opacificação da córnea tem dermatan- 
-sulfato e heparan-sulfato na urina. A diminuição da ati- 
vidade de qual das enzimas listadas abaixo confirmaria a 
suspeita de diagnóstico da sindrome de Hurler? 

A. a-L-Iduronidase. 

B. a-Glicuronidase. 

C. Gilicosiltransferase. 

D. Iduronato-sulfatase. 


Diferencie glicoproteínas de proteoglicanos. 


moon» 


moom 


Resposta correta = A. As mucopolissacaridoses são causadas por 
deficiências em qualquer uma das hidrolases ácidas lisossômicas 
responsáveis pela degradação de glicosaminoglicanos (não protei- 
nas). A enzima é corretamente direcionada ao lisossomo, então os 
níveis sanguíneos da enzima não aumentam, mas ela não funciona. 
Nessas doenças, a síntese dos componentes proteicos e glicídicos 
dos proteoglicanos não é afetada, tanto em termos de estrutura 
como de quantidade. 


Resposta correta = E. A degradação de glicoproteinas segue a regra 
“último a entrar, primeiro a sair”. Como a sulfatação é o último passo 
na síntese dessa sequência, é necessária uma sulfatase para o pró- 
ximo passo na degradação do composto mostrado. 


Resposta correta = B. A doença da célula-l é uma doença de depó- 
sito lisossômica causada pela deficiência da fosfotransferase neces- 
sária para a síntese do sinal de manose-6-fosfato que direciona as 
hidrolases ácidas para a matriz lisossômica. Isso resulta na secreção 
dessas enzimas a partir da célula e acúmulo de materiais dentro do 
lisossomo, devido ao prejuizo da degradação. Nenhuma outra alter- 
nativa está relacionada com a doença da célula-l ou com a função 
lisossômica. Os oligossacarídeos na urina são características das 
mucossacaridoses e das polissacaridoses, mas não da doença das 
células-l (uma mucolipidose do tipo Il). 





Resposta correta = A. A sindrome de Hurler, um defeito na degrada- 
ção lisossômica de glicosaminoglicanos (GAGs) com opacificação 
da córnea, ocorre em virtude de uma deficiência de a-L-iduronidase. 
A B-Glicuronidase é deficiente na síndrome de Sly, e a iduronato- 
-sulfatase é deficiente na síndrome de Hunter. Glicosiltransferases 
são enzimas da síntese dos GAGs. 


Glicoproteínas são proteínas às quais estão ligadas pequenas ca- 
deias oligossacarídicas (glicanos) ramificadas estruturalmente di- 
versas. Proteoglicanos são constituídos por uma proteína central à 
qual estão ligadas cadeias longas e lineares de glicosaminoglicanos 
(GAGs). Os GAGs são complexos grandes de heteropolissacarídeos 
carregados negativamente, formados por unidades repetidas de dis- 
sacarideos [açúcar ácido-aminoaçúcar], . 


UNIDADE III 


Metabolismo dos lipídeos 





Metabolismo dos 
lipídeos da dieta 


I. VISÃO GERAL 





Os lipídeos constituem um grupo heterogêneo de moléculas orgânicas in- 
solúveis em água (hidrofóbicas) (Fig. 15.1). Devido a sua insolubilidade em 
soluções aquosas, os lipídeos do corpo encontram-se geralmente com- 
partimentalizados, como no caso de lipídeos associados à membrana e 
de gotículas de triacilgliceróis nos adipócitos, ou são transportados no 
sangue em associação com proteínas, como com a albumina ou nas par- 
tículas de lipoproteínas (ver pág. 227). Os lipídeos são uma importante 
fonte de energia para o corpo e também fornecem a barreira hidrofóbica 
que permite a partição dos conteúdos aquosos das células e de estruturas 
subcelulares. Os lipídeos também atuam em outras funções no organismo 
(p. ex., certas vitaminas lipossolúveis têm funções regulatórias ou de co- 
ezimas, e as prostaglandinas e os hormônios esteroides exercem papéis 
fundamentais no controle da homeostase do organismo). Deficiências ou 
desequilíbrios do metabolismo de lipídeos podem levar a alguns dos prin- 
cipais problemas clínicos observados pelos médicos, como aterosclerose, 
diabetes e obesidade. 


Il. DIGESTÃO, ABSORÇÃO, SECREÇÃO E UTILIZAÇÃO 





A ingestão diária média de lipídeos por adultos dos EUA é de aproximada- 
mente 78 g, dos quais > 90% é constituído por triacilgliceróis ([TAG], ante- 
riormente chamados de triglicerídeos [TG]), que consistem em três ácidos 
graxos (AG) esterificados em um esqueleto de glicerol (ver Fig. 15.1). O res- 
tante dos lipídeos da dieta consiste principalmente em colesterol, ésteres 
de colesterol, fosfolipídeos e ácidos graxos não esterificados (livres; AGL). 
A digestão dos lipídeos da dieta começa no estômago e é completada no 
intestino delgado (Fig. 15.8). O processo está resumido na Figura 15.2. 


A. Digestão no estômago 


A digestão dos lipídeos no estômago é limitada. Ela é catalisada pela 
lipase lingual, que se origina de glândulas na parte de trás da língua, e 
pela lipase gástrica, que é secretada pela mucosa gástrica. Ambas as 
enzimas são relativamente estáveis em meio ácido, com valores de pH 
ideais de 4 a 6. Estas lipases ácidas hidrolisam ácidos graxos de molé- 
culas de TAG, particularmente aquelas que contêm ácidos graxos de ca- 
deia curta ou média (< 12 átomos de carbono), como os encontrados na 
gordura do leite. Consequentemente, essas lipases desempenham um 
papel particularmente importante na digestão lipídica em lactentes, para 
quem a gordura do leite é a principal fonte de calorias. Elas também se 

















Figura 15.1 

Estruturas de algumas classes comuns 
de lipídeos. As porções hidrofóbicas 
das moléculas estão mostradas 

em laranja. 
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Figura 15.2 
Visão geral da digestão dos lipídeos. 


tornam importantes enzimas digestivas em indivíduos com insuficiência 
pancreática, como os portadores de fibrose cística (FC). As lipases lin- 
gual e gástrica ajudam esses pacientes a degradar moléculas de TAG 
(em especial, aquelas com ácidos graxos de cadeia curta a média), ape- 
sar da ausência completa ou parcial da lipase pancreática (ver seção 
D.1, a seguir). 


Fibrose cística 


Fibrose cística é a mais comum doença genética letal em descendentes 
de caucasianos do Norte da Europa e tem uma prevalência de cerca de 
1:3.300 nascimentos nos Estado Unidos. A FC é uma doença autossô- 
mica recessiva causada por mutações no gene para a proteína RTFC 
(reguladora de condutância transmembrana de fibrose cística), que fun- 
ciona como um canal de cloreto no epitélio no pâncreas, nos pulmões, 
nos testículos e nas glândulas sudoríparas. A RTFC defeituosa resulta na 
redução da secreção de cloreto e no aumento da recaptação de sódio e 
água. No pâncreas, a depleção de água na superfície celular resulta em 
muco engrossado que obstrui os ductos pancreáticos, impedindo que 
as enzimas pancreáticas alcancem o intestino, levando à insuficiência 
pancreática. O tratamento inclui substituição dessas enzimas e suple- 
mentação com vitaminas lipossolúveis. (Nota: a FC também causa infec- 
ções crônicas nos pulmões com doença pulmonar progressiva e inferti- 
lidade masculina.) 
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C. 


Emulsificação no intestino delgado 


O processo crítico de emulsificação dos lipídeos da dieta ocorre no duo- 
deno. A emulsificação aumenta a área da superfície das gotículas de 
lipídeos hidrofóbicos, de maneira que as enzimas digestivas, as quais 
trabalham na interface da gotícula com a solução aquosa que a envolve, 
possam agir com eficiência. A emulsificação é obtida por dois meca- 
nismos complementares: o uso das propriedades detergentes dos sais 
biliares conjugados e a mistura mecânica devida ao peristaltismo. Os 
sais biliares, produzidos no fígado e armazenados na vesícula biliar, são 
derivados anfipáticos do colesterol (ver pág. 224). Os sais biliares con- 
jugados consistem em uma estrutura hidroxilada de esterol em anéis, 
com uma cadeia lateral à qual uma molécula de glicina ou taurina está 
covalentemente ligada por uma ligação amida (Fig. 15.3). Esses agentes 
emulsificantes interagem com as gotículas de lipídeos da dieta e com os 
conteúdos aquosos do duodeno, estabilizando as gotículas à medida 
que elas se tornam menores pelo processo do peristaltismo e impedindo 
que coalesçam. (Nota: ver pág. 225 para uma discussão mais completa 
sobre o metabolismo dos sais biliares.) 


Degradação pelas enzimas pancreáticas 


Os TAG, ésteres de colesterol e fosfolipídeos da dieta são degradados 
enzimaticamente (digeridos) no intestino delgado por enzimas pancreáti- 
cas, cuja secreção é hormonalmente controlada. 


1. Degradação de triacilgliceróis. As moléculas de TAG são muito 
grandes para serem captadas de maneira eficiente pelas células das 
mucosas das vilosidades intestinais (enterócitos). Portanto, elas são 
hidrolisadas pela ação de uma esterase, a lipase pancreática, que 
remove ácidos graxos preferencialmente dos carbonos 1 e 3. Assim, 
os principais produtos da hidrólise são uma mistura de 2-monoacil- 
glicerol (2-MAG) e ácidos graxos livres (ver Fig. 15.2). (Nota: a lipase 
pancreática é encontrada em altas concentrações em secreções 
pancreáticas [2 a 3% da proteína total presente] e é muito eficien- 
te cataliticamente, assegurando, dessa forma, que somente uma 
grave deficiência pancreática, como aquela observada na fibrose 
cística, resultaria em má absorção significativa de gordura.) Uma 
segunda proteína, a colipase, também secretada pelo pâncreas, 
liga-se à lipase na razão de 1:1 e a ancora na interface lipídeo-água. 
A colipase restabelece a atividade da lipase na presença de subs- 
tâncias inibidoras, como os sais biliares que ligam as micelas. (Nota: 
a colipase é secretada como o zimogênio pró-colipase, ativado no 
intestino pela tripsina.) Orlistate, um fármaco antiobesidade, inibe as 
lipases gástrica e pancreática, diminuindo, desse modo, a absorção 
de gorduras, resultando na perda de peso. 


2. Degradação de ésteres de colesterol. A maior parte do coleste- 
rol da dieta está presente na forma livre (não esterificado), com 10 a 
15% presentes na forma esterificada. Os ésteres de colesterol são 
hidrolisados por uma enzima pancreática, a hidrolase dos ésteres 
de colesterol (colesterol-esterase), que produz colesterol e ácidos 
graxos livres (ver Fig. 15.2). A atividade dessa enzima está muito 
aumentada na presença de sais biliares. 


3. Degradação de fosfolipídeos. O suco pancreático é rico na pró- 
-enzima da fosfolipase A, que, como a pró-colipase, é ativada pela 
tripsina e, como a hidrolase dos ésteres de colesterol, necessita de 
sais biliares para sua atividade ótima. A fosfolipase A, remove um 
ácido graxo do carbono 2 de um fosfolipídeo, originando um lisofos- 
folipídeo. Por exemplo, a fosfatidilcolina (o fosfolipídeo predominan- 








Ácido cólico Glicina 





Ácido glicocólico 
(um sal biliar conjugado) 





Figura 15.3 
Estrutura do ácido glicocólico. 





176 Denise R. Ferrier 























Degradação de 
lipídeos da dieta 


Figura 15.4 

Controle hormonal da digestão dos 
lipídeos no intestino delgado. 

(Nota: o intestino delgado é dividido 
em três partes: o duodeno [5%, 
porção superior], o jejuno e o íleo 
[55%, porção inferior].) 





te da digestão) torna-se lisofosfatidilcolina. O ácido graxo que resta 
no carbono 1 pode ser removido pela lisofosfolipase, originando 
uma glicerilfosforila ligada a uma base (p. ex., glicerilfosforilcolina; 
ver Fig. 15.2), que pode ser excretada nas fezes, posteriormente 
degradada ou absorvida. 


4. Controle. A secreção pancreática das enzimas hidrolíticas que 
degradam os lipídeos da dieta no intestino delgado é controlada 
hormonalmente (Fig. 15.4). As células na mucosa do duodeno in- 
ferior e do jejuno produzem um hormônio peptídico, a colecistoci- 
nina (CCK, do inglês cholecystokinin), em resposta à presença de 
lipídeos e de proteínas parcialmente digeridas que entram nessas 
regiões vindas do intestino delgado superior. A CCK age sobre a 
vesícula biliar (fazendo-a contrair-se e liberar a bile - uma mistura 
de sais biliares, fosfolipídeos e colesterol livre) e sobre as células 
exócrinas do pâncreas (fazendo-as liberar enzimas digestivas). Ela 
diminui também a motilidade gástrica, resultando na liberação mais 
lenta dos conteúdos gástricos no intestino delgado (ver pág. 353). 
Outras células intestinais produzem outro hormônio peptídico, a se- 
cretina, em resposta ao baixo pH do quimo ao entrar no intestino 
a partir do estômago. A secretina induz o pâncreas a liberar uma 
solução aquosa rica em bicarbonato, que ajuda a neutralizar o pH 
do conteúdo intestinal, trazendo-o para o pH apropriado para a ati- 
vidade digestiva das enzimas pancreáticas. 


Absorção pelos enterócitos 


Ácidos graxos livres, colesterol livre e 2-monoacilglicerol são os principais 
produtos da digestão dos lipídeos no jejuno. Esses, juntamente com os 
sais biliares e as vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K), formam as micelas 
mistas (agregados em forma de disco de lipídeos anfipáticos, que coales- 
cem com os seus grupos hidrofóbicos para o interior e seus grupos hidro- 
fílicos para a superfície). As micelas mistas são, portanto, solúveis no meio 
aquoso do lúmen intestinal (Fig. 15.5). Essas partículas se aproximam do 
principal local de absorção de lipídeos, a membrana com borda em es- 
cova dos enterócitos. Esta membrana apical rica em microvilosidades é 
separada dos conteúdos líquidos do lúmen intestinal por uma camada 
aquosa estacionária que se mistura pouco com o fluido total. A superfi- 
cie hidrofílica das micelas facilita o transporte dos lipídeos hidrofóbicos 
através da camada de água estacionária para a membrana com borda 
em escova, onde eles são absorvidos. Os sais biliares são absorvidos no 
íleo terminal, com perda de < 5% nas fezes. (Nota: em relação a outros 
lipídeos da dieta, o colesterol é muito pouco absorvido pelos enterócitos. 
A terapia farmacológica [p. ex., com ezetimiba] pode reduzir ainda mais 
a absorção de colesterol no intestino delgado.) Como os ácidos graxos 
com cadeias curta e média são solúveis em água, eles não necessitam da 
participação de micelas mistas para sua absorção pela mucosa intestinal. 


Ressíntese de TAG e ésteres de colesterol 


A mistura de lipídeos absorvida pelos enterócitos migra para o retículo 
endoplasmático liso (REL), onde ocorre a biossintese de lipídeos comple- 
xos. Os ácidos graxos de cadeia longa são primeiro convertidos em sua 
forma ativada pela sintetase dos acil-CoA graxos (tiocinase), como mos- 
tra a Figura 15.6. Utilizando os derivados de acil-CoA graxos, o 2-MAG 
absorvido pelos enterócitos é convertido em TAG por meio de reacila- 
ções sequenciais por duas aciltransferases, a acil-CoA:monoacilglicerol 
aciltransferase e a acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase. Os lisofosfoli- 
pídeos sofrem nova acilação para formar fosfolipídeos por uma famí- 
lia de aciltransferases, e o colesterol é acilado principalmente pela acil- 
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-CoA:colesterol-aciltransferase (ver pág. 232). (Nota: praticamente todos E & 


os ácidos graxos de cadeia longa que entram nos enterócitos são usa- 3 à 
dos dessa maneira para formar TAG, fosfolipídeos e ésteres de coles- 

terol. Ácidos graxos de cadeia curta e média não são convertidos em 
seus derivados CoA e não são reesterificados usando o 2-MAG. Em vez 
disso, eles são liberados para a circulação porta, sendo carregados pela 
albumina sérica para o fígado.) 


G. Má absorção de lipídeos 


A má absorção de lipídeos, resultando em aumento de lipídeos (incluin- 
do as vitaminas lipossolúveis e os ácidos graxos essenciais; ver pág. 
182) nas fezes (uma condição conhecida como esteatorreia), pode ser 
causada por distúrbios na digestão e/ou na absorção de lipídeos (Fig. 
15.7). Tais distúrbios podem resultar de diversas condições, incluindo 
a FC (causando digestão precária) e a síndrome do intestino curto (cau- 
sando diminuição na absorção). 





A capacidade dos ácidos graxos de cadeia curta e média de serem 
absorvidos por enterócitos sem o auxílio de micelas mistas tornou-os 
importantes na terapia dietética para indivíduos com distúrbios de má 
absorção. 





“MUCOSA INTESTINAL 














Figura 15.5 

Absorção dos lipídeos contidos em 
Os TAGs e os ésteres de colesterol novamente sintetizados são muito uma micela mista por uma célula 
hidrofóbicos e agregam-se em meio aquoso. Portanto, eles devem ser da mucosa intestinal. A micela em 
embalados como partículas de gotículas lipídicas cercadas por uma ca- si não é absorvida. (Nota: os ácidos 
mada fina composta por fosfolipídeos, colesterol não esterificado e uma graxos de cadeia curta e média não 
molécula da proteína apolipoproteina (apo) B-48 (ver pág. 228). Essa requerem incorporação em micelas.) 
camada estabiliza a partícula e aumenta a sua solubilidade, evitando, 

assim, que muitas partículas coalesçam. (Nota: a proteína de transferên- 

cia de triglicerídeos microssomal é essencial para a montagem de todas 

as partículas ricas em TAGs contendo apo B no RE [ver pág. 228].) As 

partículas são liberadas por exocitose dos enterócitos para os lactélios 


H. Secreção de lipídeos a partir dos enterócitos 


CÉLULA DA MUCOSA INTESTINAL Aminoácidos —> —> —> Apolipoproteína B-48 Fosfolipídeos 


Vitaminas lipossolúveis 
Acil-CoA:monoacilglicerol- Acil-CoA:diacilglicerol- 
-aciltransferase -aciltransferase 


2-Monoacilglicerol ER V Triacilglicerol 


CoA CoA 


o 


o 
RG -07 Sintetase dos acil-CoA graxos 3 RG -“CoA 


Ácidos graxos CoA ATP AMP +PP; Acil-CoA graxo 
de cadeia longa CoA 





Acil-Coa:colesterol-aciltransferase PARA O SISTEMA LINFÁTICO 


Dá 


Colesterol Éster de colesterol 





Figura 15.6 

Associação dos componentes e secreção de quilomicra por células da mucosa intestinal. (Nota: os ácidos graxos de 
cadeia curta e média não requerem incorporação em quilomicra e entram diretamente no sangue.) CoA = coenzima A; 
AMP = monofosfato de adenosina; PP, = pirofosfato. 
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Lipídeos da dieta 











ESTEATORREIA 





(excesso de lipídeos nas fezes) 


Figura 15.7 
Possíveis causas de esteatorreia. 


(vasos linfáticos que se originam nas vilosidades do intestino delgado). 
A presença dessas partículas na linfa após uma refeição rica em lipídeos 
dá à linfa uma aparência leitosa. Essa linfa é chamada de quilo (em opo- 
sição ao quimo — o nome dado para a massa semifluida de alimento 
parcialmente digerido que passa do estômago para o duodeno), e as 
partículas são chamadas quilomicra. Os quilomicra seguem pelo siste- 
ma linfático até o ducto torácico e são, em seguida, transportados para 
a veia subclávia esquerda, onde entram no sangue. As etapas para a 
produção de quilomicra estão resumidas na Figura 15.6. (Nota: uma vez 
liberados para o sangue, os quilomicra nascentes [imaturos] recrutam 
as apolipoproteínas E e C-II a partir de lipoproteínas de alta densidade e 
tornam-se maduros. [Para uma descrição mais detalhada da estrutura e 
do metabolismo dos quilomicra, ver pág. 227.)) 


Utilização dos lipídeos da dieta pelos tecidos 


A maior parte dos TAG contidos em quilomicra é hidrolisada nos leitos 
capilares dos músculos esquelético e cardíaco e do tecido adiposo. Os 
TAG são degradados em ácidos graxos livres e glicerol pela lipase li- 
poproteica (LPL). Esta enzima é sintetizada e secretada principalmente 
por adipócitos e células musculares. A LPL secretada é ancorada na 
superfície luminal das células endoteliais nos capilares dos tecidos mus- 
cular e adiposo. (Nota: a quilomicronemia familiar [hiperlipoproteinemia 
do tipo |] é uma rara doença autossômica recessiva causada por uma 
deficiência da LPL ou de sua coenzima, a apo C-lIl [ver pág. 228]. O re- 
sultado é quilomicronemia em jejum e hipertriacilglicerolemia grave, que 
pode causar pancreatite.) 


1. Destino dos ácidos graxos livres. Os ácidos graxos livres deri- 
vados da hidrólise dos TAGs podem entrar diretamente nas células 
musculares ou nos adipócitos adjacentes, ou podem ser transpor- 
tados no sangue em associação com a albumina sérica até serem 
captados pelas células. (Nota: a albumina sérica é uma proteina 
grande secretada pelo fígado. Ela transporta diversos compostos, 
basicamente hidrofóbicos, no sistema circulatório, incluindo áci- 
dos graxos livres e alguns fármacos.) Muitas células podem oxidar 
ácidos graxos para produzir energia (ver pág. 190). Os adipócitos 
podem também reesterificar ácidos graxos livres para produzir mo- 
léculas de TAG, as quais são armazenadas até os ácidos graxos 
serem necessários para o corpo (ver pág. 188). 


2. Destino do glicerol. O glicerol liberado a partir de TAG é retirado 
do sangue e fosforilado pela glicerol-cinase hepática para produzir 
glicerol-3-fosfato, que pode ir para a via da glicólise ou da gliconeo- 
gênese por oxidação em di-hidroxiacetona-fosfato (ver pág. 101) ou 
ser usado na síntese de TAG (ver pág. 189). 


3. Destino dos remanescentes de quilomicra. Após a remoção 
da maior parte dos TAGs, os quilomicra remanescentes (que con- 
têm ésteres de colesterol, fosfolipídeos, apolipoproteínas, vitami- 
nas lipossolúveis e uma pequena quantidade de TAGs) ligam-se 
a receptores no fígado (apo E é o ligante; ver pág. 229) e sofrem 
endocitose. Os remanescentes intracelulares são hidrolisados em 
seus constituintes. O colesterol e as bases nitrogenadas dos fos- 
folipídeos (p. ex., a colina) podem ser reciclados pelo corpo. (Nota: 
se a remoção dos remanescentes pelo fígado estiver diminuída por 
uma deficiência na ligação ao seu receptor, eles se acumulam no 
plasma. Isso é observado na hiperlipoproteinemia do tipo III [uma 
condição rara, também chamada de disbetalipoproteinemia familiar 
ou doença beta larga; ver pág. 231].) 
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Figura 15.8 


Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo dos lipídeos da dieta. TAG = triacilgliceróis. 
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Ill. RESUMO DO CAPÍTULO 





A digestão dos lipídeos da dieta começa no estômago e continua no intestino delgado (Fig. 15.8). Os ésteres de colesterol, 
os fosfolipídeos e os triacilgliceróis (TAG) que contêm ácidos graxos de cadeia longa são degradados no intestino delga- 
do por enzimas pancreáticas. As mais importantes dessas enzimas são a colesterol-esterase, a fosfolipase A, e a lipase 
pancreática. Na fibrose cística, o muco espesso impede que essas enzimas atinjam o intestino. Em contrapartida, TAGs na 
gordura do leite contêm ácidos graxos de cadeia curta a média e são degradados no estômago pela ação das lipases áci- 
das (lipase lingual e lipase gástrica). A natureza hidrofóbica dos lipídeos requer que os lipídeos da dieta sejam emulsificados 
para uma degradação eficiente. A emulsificação ocorre no intestino delgado com ação peristáltica (mistura mecânica) e sais 
biliares (detergentes). Os produtos primários da degradação dos lipídeos da dieta são 2-monoacilglicerol, colesterol não 
esterificado (livre) e ácidos graxos livres. Esses compostos, mais as vitaminas lipossolúveis, formam as micelas mistas, que 
facilitam a absorção dos lipídeos da dieta pelas células mucosas intestinais (enterócitos). Nessas células, os ácidos graxos 
de cadeia longa são ativados para regenerar TAG e ésteres de colesterol e também é sintetizada uma proteína (apolipoproteína 
[apo] B-48); esses compostos são então reunidos com as vitaminas lipossolúveis em partículas de lipoproteínas chamadas de 
quilomicra. Ácidos graxos de cadeia curta e média entram no sangue diretamente. Os quilomicra são liberados primeiramente 
na linfa e dali para o sangue, onde seu núcleo lipídico é degradado pela lipase lipoproteica (com apo C-III como coenzima) nos 
capilares dos tecidos muscular e adiposo. Desse modo, os lipídeos da dieta estão disponíveis para os tecidos periféricos. A 
má digestão de lipídeos ou sua má absorção causa esteatorreia (lipídeos nas fezes). A deficiência na capacidade de degradar 
os componentes dos quilomicra ou de remover os remanescentes após a degradação dos TAGs resulta no acúmulo dessas 
partículas no sangue. 








Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


15.1 Qual das seguintes afirmativas sobre a digestão lipídica 
está correta? 


A. Grandes gotas de lipídeos são emulsificadas (têm 


Resposta correta = D. Pacientes com fibrose cística, uma doença 
genética que resulta em uma deficiência de um transportador fun- 
cional de cloreto, têm muco espesso que impede o fluxo de enzimas 





a área de sua superfície aumentada) na boca, pela 
mastigação. 

B. A enzima colipase facilita a ligação dos sais biliares 
às micelas mistas, maximizando a atividade da lipa- 
se pancreática. 

C. O hormônio peptídico secretina determina a contra- 
ção da vesícula biliar, com liberação da bile. 

D. Os pacientes com fibrose cística têm dificuldades de 
digestão porque suas secreções pancreáticas são 
menos capazes de atingir o intestino delgado, o prin- 
cipal local de digestão lipídica. 

E. A formação dos quilomicra ricos em TAGs é inde- 
pendente da síntese proteica pela mucosa intestinal. 


15.2 Qual das seguintes afirmativas acerca da absorção de 
lipídeos pelo intestino está correta? 


A. Triacilgliceróis da dieta devem ser completamente 
hidrolisados a ácidos graxos livres e glicerol antes da 
absorção. 

B. Triacilgliceróis carregados pelos quilomicra são de- 
gradados pela lipase lipoproteica, produzindo ácidos 
graxos que são captados pelos tecidos muscular e 
adiposo e glicerol que é captado pelo fígado. 

C. Ácidos graxos que contêm doze ou menos carbonos 
são absorvidos e entram na circulação principalmen- 
te pelo sistema linfático. 

D. Deficiências na capacidade de absorver gordura re- 
sultam em quantidades excessivas de quilomicra no 
sangue. 


pancreáticas para o duodeno. A emulsificação ocorre por meio do 
peristaltismo, que fornece os movimentos mecânicos, e dos sais bi- 
liares, que funcionam como detergentes. A colipase restaura a ativi- 
dade da lipase pancreática na presença de ácidos biliares inibitórios, 
que se ligam às micelas. A CCK (colecistocinina) é o hormônio que 
causa contração da vesícula biliar e liberação da bile armazenada, e 
a secretina causa a liberação de bicarbonato. A formação dos quilo- 
micra requer a síntese da proteína apolipoproteína B-48. 


Resposta correta = B. Os triacilgliceróis (TAGs) nos quilomicra são 
degradados a ácidos graxos e glicerol pela lipase lipoproteica na su- 
perfície do endotélio dos capilares no músculo e no tecido adiposo, 
fornecendo uma fonte de ácidos graxos a esses tecidos, para degra- 
dação ou armazenamento, e fornecendo glicerol para o metabolis- 
mo hepático. No duodeno, os TAGs são degradados, produzindo um 
2-monoacilglicerol + dois ácidos graxos livres, que são absorvidos. 
Os ácidos graxos de cadeia média e curta entram diretamente no 
sangue (não linfa), não requerendo micelas nem sendo empacotados 
em quilomicra. Como os quilomicra contêm lipídeos da dieta que 
foram digeridos e absorvidos, um defeito na absorção de gordura 
resultaria em diminuição de quilomicra. 





Metabolismo dos 
ácidos graxos, dos 
triacilgliceróis e dos 
corpos cetônicos 


I. VISÃO GERAL 





Os ácidos graxos podem apresentar-se no corpo na forma livre (i.e., eles não 
são esterificados) e como ésteres de acila em moléculas mais complexas, 
como os triacilgliceróis (TAGs). Em todos os tecidos, existem níveis baixos 
de ácidos graxos livres, entretanto, algumas vezes, pode-se encontrar quan- 
tidades substanciais no plasma, em especial durante o jejum. Os ácidos gra- 
xos livres no plasma (transportados pela albumina sérica) circulam desde sua 
origem (TAG do tecido adiposo ou das lipoproteínas da circulação) até o sítio 
de consumo (a maioria dos tecidos). Os ácidos graxos livres podem ser oxi- 
dados por muitos tecidos, particularmente fígado e músculo, para fornecer 
energia e, no fígado, fornecer o substrato para a síntese dos corpos cetôni- 
cos. Os ácidos graxos são também componentes estruturais dos lipídeos 
de membrana, como fosfolipídeos e glicolipídeos (ver pág. 201). Os ácidos 
graxos ligados a certas proteínas aumentam a capacidade dessas proteínas 
de se associarem com membranas (ver pág. 206). Os ácidos graxos também 
são precursores de substâncias com ação semelhante a hormônios, as pros- 
taglandinas (ver pág. 213). Os ácidos graxos esterificados, sob a forma de 
TAG armazenados em tecido adiposo branco, servem como a principal re- 
serva energética do organismo. Alterações no metabolismo de ácidos graxos 
estão associadas à obesidade e ao diabetes. A Figura 16.1 ilustra as rotas 
metabólicas de síntese e degradação dos ácidos graxos e a sua relação com 
o metabolismo dos carboidratos. 


Il. ESTRUTURA DOS ÁCIDOS GRAXOS 





Um ácido graxo consiste em uma cadeia hidrocarbonada hidrofóbica com 
um grupo carboxila terminal que tem um pK, (ver pág. 6) de aproximada- 
mente 4,8 (Fig. 16.2). No pH fisiológico, o grupo carboxila terminal (-COOH) 
ioniza, tornando-se -COO". (Nota: quando o pH está acima do pK, a forma 
desprotonada predomina [ver pág. 7].) Esse grupo aniônico tem afinidade por 
água, conferindo ao ácido graxo natureza anfipática (apresenta uma região 
hidrofóbica e outra hidrofílica). Entretanto, para os ácidos graxos de cadeia 
longa (AGCL), a porção hidrofóbica é predominante. Essas moléculas são 
altamente insolúveis em água e precisam ser transportadas na circulação 
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Figura 16.1 
Síntese e degradação de 
triacilgliceróis. CoA = coenzima A. 
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Figura 16.2 
Estrutura de um ácido graxo. 
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Figura 16.3 

Um ácido graxo saturado (A) e um 
ácido graxo insaturado (B). A cor 
laranja denota porções hidrofóbicas 
das moléculas. (Nota: as ligações 
duplas cis determinam uma “torção” 
na cadeia do ácido graxo.) 








Ácidos graxos com cadeias entre 4 e 10 
átomos de carbono são encontrados 
em quantidades significativas no leite. 








Lipídeos estruturais e triacilgliceróis 
contêm principalmente ácidos graxos 
de pelo menos 16 carbonos. 
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Ácido fórmico 
Ácido acético 
Ácido propiônico 
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Ácido palmítico 1 
Ácido palmitoleico | 16:19) 
Ácido esteárico 18:0 
Ácido oleico 18:19) 

Ácido linoleico 182(9,12) 
cido a-linolênico 183(9,12,15) 
Ácido araquidônico | 20:45, 8,11,14) 

Ácido lignocérico 240 






Ácido nervônico 241(15) 


Precursor de prostaglandinas. 


















Ácidos graxos essenciais. 








Figura 16.4 

Alguns ácidos graxos de importância 
fisiológica. (Nota: um ácido graxo 
com 2-4 carbonos é considerado de 
cadeia curta; 6-12, média; 14-20, 
longa; e > 22, muito longa.) 


associadas às proteinas. Mais de 90% dos ácidos graxos encontrados no 
plasma estão na forma de ésteres de ácidos graxos (basicamente TAG, és- 
teres de colesterol e fosfolipídeos) contidos nas partículas de lipoproteínas 
plasmáticas (ver pág. 227). Os ácidos graxos livres são transportados na cir- 
culação em associação com a albumina, a proteína mais abundante no soro. 


A. 


Saturação dos ácidos graxos 


As cadeias de ácidos graxos podem conter apenas ligações simples (i.e., 
serem saturadas) ou conter uma ou mais ligações duplas (i.e., serem mo- 
noinsaturadas ou poli-insaturadas). Em humanos, a maioria é saturada 
ou monoinsaturada. Quando as ligações duplas estão presentes, encon- 
tram-se quase sempre na configuração cis e raramente na configuração 
trans. A introdução de uma ligação dupla com configuração cis causa 
uma curvatura ou “torção” no ácido graxo naquela posição (Fig. 16.3). 
Se o ácido graxo tem duas ou mais ligações duplas, elas são sempre 
espaçadas em intervalos de três carbonos. (Nota: em geral, a adição de 
ligações duplas diminui a temperatura de fusão [T] de um ácido graxo, 
enquanto o aumento do comprimento da cadeia aumenta a T,. Como os 
lipídeos de membrana geralmente contêm AGCL, a presença de liga- 
ções duplas em alguns ácidos graxos ajuda a manter a natureza fluida 
desses lipídeos. Ver pág. 363 para uma discussão sobre a ocorrência de 
ácidos graxos insaturados cis e trans na dieta.) 


Ácidos graxos de cadeia longa 
e posição das ligações duplas 


Os nomes comuns e as estruturas de alguns ácidos graxos de importân- 
cia fisiológica estão listados na Figura 16.4. Nos seres humanos, predo- 
minam os ácidos graxos com um número par de átomos de carbono (16, 
18 ou 20), sendo encontrados ácidos graxos mais longos (> 22 carbonos) 
no encéfalo. Os átomos de carbono são numerados, começando com o 
carbono da carboxila como carbono 1. O número antes dos dois pontos 
indica o número de carbonos na cadeia, e os números após os dois pon- 
tos indicam o número de ligações duplas e suas posições (em relação à 
carboxila terminal). Por exemplo, como mostra a Figura 16.4, o ácido ara- 
quidônico, 20:4(5,8,11,14), tem 20 carbonos e quatro ligações duplas (en- 
tre os carbonos 5-6, 8-9, 11-12 e 14-15). (Nota: o carbono 2 - o carbono 
unido ao grupo carboxila — é também chamado de carbono &, o carbono 
3 é o carbono $ e o carbono 4 é o carbono y. O carbono do grupo metila 
terminal é chamado de carbono w, independentemente do comprimento 
da cadeia.) As ligações duplas em um ácido graxo também podem ser 
contadas a partir do carbono w (ou metila terminal). O ácido araquidônico 
é referido como um ácido graxo w-6 porque a ligação dupla terminal está 
a seis ligações da extremidade w (Fig. 16.54). (Nota: a designação equi- 
valente de n-6 também pode ser usada [Fig. 16.5B]).) Outro ácido graxo 
w-6 é o ácido graxo essencial ácido linoleico, 18:2(9,12). Por sua vez, o 
ácido a-linolênico, 18:3(9,12,15), é um ácido graxo essencial w-3. 


Ácidos graxos essenciais 


O ácido linoleico, o precursor do ácido araquidônico, um ácido w-6 que 
é o substrato para a síntese de prostaglandinas (ver pág. 213), e o áci- 
do a--linolênico, o precursor de ácidos graxos w-3 que são importantes 
para o crescimento e o desenvolvimento, são essenciais na nossa dieta 
porque não temos as enzimas necessárias para sintetizá-los. As plantas 
nos fornecem os ácidos graxos essenciais. (Nota: o ácido araquidônico 
torna-se essencial se houver deficiência de ácido linoleico na dieta. Ver 
pág. 362 para uma discussão acerca do significado nutricional dos áci- 
dos graxos w-3 e w-6.) 
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A deficiência de ácidos graxos essenciais (rara) pode resultar em der- 
matite seca e escamosa devido a uma incapacidade de sintetizar molé- 
culas que proporcionam uma barreira para a água na pele (ver pág. 206). 











Ill. SÍNTESE DE NOVO DE ÁCIDOS GRAXOS 


Carboidratos e proteínas obtidos em excesso na dieta podem ser conver- 
tidos em ácidos graxos. Em adultos, a síntese de novo de ácidos graxos 
ocorre principalmente no fígado e nas glândulas mamárias em lactação e, em 
menor extensão, no tecido adiposo. Este processo citosólico é endergônico 
(ver pág. 70) e redutivo. Incorpora carbonos a partir da acetil-coenzima A 
(CoA) na cadeia do ácido graxo em crescimento, usando ATP e nicotinami- 
da-adenina-dinucleotídeo-fosfato reduzido (NADPH). (Nota: TAGs da dieta 
também fornecem ácidos graxos. Ver pág. 321 para uma discussão sobre o 
metabolismo de nutrientes da dieta no estado alimentado.) 


A. Produção de acetil-CoA citosólica 


A primeira etapa da síntese de ácidos graxos é a transferência de unidades 
de acetato a partir da acetil-CoA mitocondrial para o citosol. A acetil-CoA 
mitocondrial é produzida pela oxidação do piruvato (ver pág. 109) e pelo 
catabolismo de certos aminoácidos (ver pág. 266). Entretanto, a coenzima 
A, componente da acetil-CoA, não pode cruzar a membrana mitocondrial 
interna; somente a porção acetila pode ser transportada para o citosol. Isso 
acontece na forma de citrato que é produzido pela condensação de acetil- 
-CoA com oxalacetato (OAA), catalisada pela citrato-sintase (Fig. 16.6), do 
ciclo do ácido cítrico. (Nota: o transporte do citrato ao citosol ocorre quan- 
do a concentração de citrato na mitocôndria está elevada. Isso se observa 
quando a isocitrato-desidrogenase é inibida por grande quantidade de ATP, 
causando acúmulo de citrato e isocitrato [ver pág. 112]. Assim sendo, o 
citrato citosólico pode ser reconhecido como sinal de alta energia. Como 
é necessária uma grande quantidade de ATP para a síntese de ácidos gra- 
xos, o aumento de ATP e citrato intensifica essa rota.) No citosol, o citrato é 
clivado a oxalacetato (OAA) e acetil-CoA pela ATP citrato-liase. 


B. Formação de malonil-CoA a partir 
da carboxilação da acetil-CoA 


A energia para as condensações carbono-carbono na síntese de ácidos 
graxos é suprida pelo processo de carboxilação e descarboxilação dos 
grupos acetila no citosol. A carboxilação de acetil-CoA em malonil-CoA 
é catalisada por acetil-CoA-carboxilase (ACC) (Fig. 16.7). A ACC trans- 
fere o dióxido de carbono (CO,) do bicarbonato (HCO, ) em uma reação 
que requer ATP. A coenzima é a biotina (vitamina B,), que está ligada 
covalentemente a um resíduo de lisil da carboxilase (ver Fig. 28.16, pág. 
385). A ACC carboxila a biotina ligada, que transfere o grupo carboxila 
ativado para acetil-CoA. 


1. Regulação a curto prazo da acetil-CoA-carboxilase (ACC). Essa 
carboxilação é a etapa limitante e regulada na síntese de ácidos 
graxos (ver Fig. 16.7). A forma inativa de ACC é um protômero (com- 
plexo de > 2 polipeptídeos). A enzima é ativada de forma alostérica 
pelo citrato, o que causa a polimerização dos protômeros, e é inati- 
vada de forma alostérica pelo palmitoil-CoA (o produto final da via), 
o que provoca despolimerização. Um segundo mecanismo para a 
regulação a curto prazo é a fosforilação reversível. A proteina-cinase 
ativada por AMP (AMPK) fosforila e inativa a ACC. A AMPK é ativada 

















Figura 16.5 

Ácido araquidônico, 20:4(5,8,11,14), 
ilustrando a posição das ligações 
duplas. A. O ácido araquidônico é um 
ácido graxo w-6 porque a primeira 
ligação dupla a partir da terminação 
« está a 6 carbonos da porção 
terminal. B. É também referido como 
um ácido graxo n-6, porque a última 
ligação dupla está a 14 carbonos a 
partir da carboxila terminal: 20 — 14 
= 6. Então, as designações “w” e “n” 
são equivalentes (ver *). 
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Figura 16.6 

Produção de acetil-CoA citosólica. 
(Nota: o citrato é transportado 

pelo sistema de transporte de 
tricarboxilatos.) ADP = difosfato 

de adenosina; P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 16.7 

Regulação alostérica da síntese de 
malonil-coenzima A (CoA) pela acetil- 
-CoA-carboxilase. O grupo carboxila 
fornecido pelo bicarbonato (HCO, ) 

é mostrado em azul. P, = fosfato 
inorgânico; ADP = difosfato 

de adenosina. 
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Figura 16.8 

Regulação covalente (fosforilação) 
da acetil-CoA-carboxilase (ACC) pela 
AMPK, que, por sua vez, é regulada 


tanto covalente como alostericamente. 


CoA = coenzima A; ADP e 

AMP = difosfato e monofosfato de 
adenosina; O- fosfato; P, = fosfato 
inorgânico. 


de forma alostérica pelo AMP e de forma covalente pela fosforilação 
por meio de várias cinases. Pelo menos uma dessas AMPK-cinases 
é ativada pela proteina-cinase A dependente de AMPc (PKA). Logo, 
na presença de hormônios contrarreguladores, como adrenalina e 
glucagon, a ACC é fosforilada e, consequentemente, inativada (Fig. 
16.8). Na presença de insulina, a ACC encontra-se desfosforilada 
e ativa. (Nota: esse mecanismo é semelhante ao da regulação da 
glicogênio-sintase; ver pág. 131.) 


Regulação a longo prazo da acetil-CoA-carboxilase (ACC). O 
consumo prolongado de uma dieta contendo calorias em excesso 
(especialmente dietas ricas em carboidratos e com baixo teor de gor- 
dura) provoca um aumento na síntese de ACC, elevando a síntese de 
ácidos graxos. Uma dieta baixa em calorias ou com alto teor de gor- 
dura e baixo teor de carboidratos tem o efeito oposto. (Nota: a síntese 
de ACC é regulada positivamente por carboidratos [especificamente 
glicose] por meio do fator de transcrição proteína de ligação ao ele- 
mento de resposta a carboidratos [ChREBP, do inglês carbohydrate 
response element-binding protein] e pela insulina por meio do fator de 
transcrição proteína-1c de ligação ao elemento regulador de esterol 
[SREBP-1c, do inglês sterol regulatory element-binding protein-1c]. A 
ácido graxo-sintase [ver item C, abaixo] é regulada de forma seme- 
lhante. A função e a regulação das SREBP são descritas na pág. 222.) 
A metformina, utilizada no tratamento do diabetes do tipo 2, diminui os 
TAGs no soro por meio da ativação da AMPK, resultando na inibição 
da atividade da acetil-CoA-carboxilase (por fosforilação) e na inibição 
da expressão da acetil-CoA-carboxilase e da ácido graxo-sintase (pela 
diminuição da SREBP-1c). A metformina diminui a glicose sanguínea 
por aumentar a captação de glicose mediada por AMPK no músculo. 


C. Ácido graxo-sintase em eucariotos 


As demais reações da síntese de ácidos graxos em eucariotos são ca- 
talisadas por uma enzima homodimérica multifuncional, a ácido graxo- 
-sintase (AGS). O processo envolve a adição de dois carbonos de ma- 
lonil-CoA à carboxila terminal de uma série de aceptores de acila. Cada 
monômero de AGS é um polipeptídeo multicatalítico com seis domínios 
enzimáticos diferentes, mais um domínio de proteína transportadora de 
acila (ACP, do inglês acy! carrier protein) contendo 4'-fosfopanteteína. A 
4'-fosfopanteteína, um derivado de ácido pantotênico (vitamina B,; ver 
pág. 385), transporta unidades de acila no seu grupo terminal de tiol 
(-SH) e apresenta-os aos domínios catalíticos da AGS durante a síntese 
de ácidos graxos. Também é um componente da CoA. (Nota: em proca- 
riotos, a AGS é um complexo multienzimático.) Os números nos colche- 
tes a seguir se referem às reações na Figura 16.9. 


n] 
[2] 


[3] 
[4] 


Um grupo acetila é transferido da acetil-CoA para o grupo -SH da 
ACP. Domínio: malonil/acetil COA-ACP-transacilase. 

A seguir, esse fragmento de dois carbonos é transferido para um 
sítio temporário, o grupo -SH de um resíduo de cisteína da enzima, 
no domínio responsável pela condensação (ver [4], abaixo). 

A ACP agora livre, aceita uma unidade de três carbonos malonila da 
malonil-CoA. Domínio: malonil/acetil CoA-ACP-transacilase. 

O grupo acetila sobre o resíduo de cisteína condensa com o gru- 
po malonila sobre a ACP, liberando o CO, originalmente adicionado 
pela acetil-CoA-carboxilase. O resultado é um conjunto de quatro 
carbonos unido ao domínio ACP. A perda de energia livre pela des- 
carboxilação favorece a reação. Domínio: 3-cetoacil-ACP-sintase, 
também conhecida como enzima condensadora. 
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Figura 16.9 


Síntese do palmitato (16:0) pela ácido graxo-sintase multifuncional. (Nota: os números entre colchetes na figura 
correspondem aos números entre colchetes no texto. Uma repetição dos passos é indicada por números com 
asterisco [*]. Os carbonos fornecidos diretamente pela acetil-CoA são mostrados em vermelho.) ACP = domínio de 
proteína transportadora de acila; CO, = dióxido de carbono; NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato. 
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Figura 16.10 

Conversão citosólica de oxalacetato 
em piruvato, com geração de 
NADPH. (Nota: a via das pentoses- 
-fosfato é a principal fonte de 
NADPH.) NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato; 

CO, = dióxido de carbono. 





As próximas três reações convertem o grupo 3-cetoacil em seu grupo 
correspondente acila saturado, por meio de duas reações de redução 
utilizando NADPH e uma reação de desidratação. 


[5] O grupo cetona é reduzido a álcool. Domínio: 3-cetoacil-ACP-redutase. 


[6] Uma molécula de água é removida, criando uma ligação dupla trans 
entre os carbonos 2 e 3 (carbonos a e $). Domínio: 3-hidroxiacil- 
-ACP-desidratase. 


[7] A ligação dupla é reduzida. Domínio: enoil-ACP-redutase. 


O resultado dessas etapas é a produção de um composto com quatro 
carbonos (butiril), cujos três carbonos terminais são totalmente satura- 
dos, e que permanece unido ao domínio ACP. As etapas são repetidas 
(indicadas por um asterisco), começando com a transferência da cadeia 
butirila da ACP para o resíduo de cisteína [2*], a ligação da molécula de 
malonila à ACP [3*] e a condensação dos dois grupos, liberando CO, [4"]. 
O grupo carbonila do carbono $ (carbono 3 — o terceiro carbono a partir 
do enxofre) é então reduzido [5*], desidratado [6*] e novamente reduzido 
[77], gerando hexanoil-ACP. Esse ciclo de reações é repetido mais cinco 
vezes, cada vez incorporando uma unidade de dois carbonos (derivada do 
malonil-CoA) na extremidade carboxila da cadeia do ácido graxo em cres- 
cimento. Quando o ácido graxo atinge o comprimento de 16 carbonos, 
o processo de síntese é terminado com palmitoil-S-ACP. (Nota: ácidos 
graxos de cadeia mais curta são produtos finais importantes na glândula 
mamária durante a lactação.) A palmitoil-tioesterase, a atividade catalí- 
tica final da AGS, cliva a ligação tioéster, produzindo uma molécula de 
palmitato plenamente saturada (16:0). (Nota: todos os carbonos do ácido 
palmítico passaram pela formação do malonil-CoA, exceto os dois car- 
bonos doados pela acetil-CoA original [o primeiro aceptor de acila], que 
são encontrados na extremidade metila [w] do ácido graxo. Isso salienta 
a natureza limitante da velocidade da reação da acetil-CoA-carboxilase.) 


. Fontes redutoras 


A síntese de um palmitato requer 14 NADPH, um agente redutor. A via 
das pentoses-fosfato (ver pág. 145) é a maior fonte de NADPH. Dois 
NADPH são produzidos para cada molécula de glicose-6-fosfato que 
entra nessa via. A conversão citosólica do malato a piruvato, em que o 
malato é oxidado e descarboxilado pela enzima málica citosólica (ma- 
lato-desidrogenase dependente de NADP”), também produz NADPH 
citosólico (e CO,; Fig. 16.10). (Nota: o malato pode provir da redução 
do oxalacetato [OAA] pela ação da malato-desidrogenase dependente 
de NADH citosólica [ver Fig 16.10]. Uma das fontes do NADH citosólico 
necessário para essa reação é a glicólise (ver pág. 101). O OAA, por sua 
vez, pode originar-se da clivagem do citrato pela ATP citrato-liase.) Um 
resumo das inter-relações entre o metabolismo da glicose e a síntese de 
ácido palmítico é mostrado na Figura 16.11. 


Alongamento posterior da cadeia de ácidos graxos 


Embora o palmitato, um ácido graxo de cadeia longa com 16 carbonos 
plenamente saturado (16:0), seja o produto final da atividade da AGS, ele 
pode ser posteriormente alongado pela adição de unidades de dois car- 
bonos à extremidade carboxilada, principalmente no retículo endoplas- 
mático liso (REL). A elongação requer um sistema de enzimas separadas 
em vez de uma enzima multifuncional. Malonil-CoA é o doador de dois 
carbonos e NADPH fornece os elétrons. O encéfalo possui capacidade 
adicional de elongação, permitindo a produção dos ácidos graxos de 
cadeia muito longa (acima de 22 carbonos), necessários para a síntese 
de lipídeos do sistema nervoso central. 
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O oxalacetato (OAA) 
mitocondrial é produzido pela 
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Glicose NT 2 Piruvato 


NADH 








4 O citrato deixa a mitocôndria e é 
clivado no citosol, produzindo 
acetil-CoA citosólica. 



















5 Equivalentes redutores citosólicos (NADH), Os carbonos da acetil-CoA citosólica são 
produzidos durante a glicólise, contribuem utilizados para a síntese de palmitato, 
para a redução do NADP* a NADPH, utilizando NADPH como fonte de equivalentes 
necessário para a síntese de palmitoil-CoA. redutores para essa via. 












Figura 16.11 

Inter-relação entre o metabolismo da glicose e a síntese de palmitato. CoA = coenzima A; NAD(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo; NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; ADP = difosfato de adenosina; 
P, = fosfato inorgânico; CO, = dióxido de carbono; PC = piruvato-carboxilase; PDH = piruvato-desidrogenase. 


F. Dessaturação das cadeias de ácidos graxos 


Enzimas (acil-CoA dessaturases) também presentes no REL são res- 
ponsáveis pela dessaturação dos ácidos graxos de cadeia longa (i.e., 
pela adição de ligações duplas na configuração cis). As reações de 
dessaturação requerem oxigênio (O,), NADH, citocromo b, e sua redu- 
tase ligada ao flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD). Os ácidos graxos 
e o NADH são oxidados em razão da redução do O, à H,O. A primeira 
ligação dupla é geralmente inserida entre os carbonos 9 e 10, produ- 
zindo principalmente ácido oleico, 18:1(9), e pequena quantidade de 
ácido palmitoleico, 16:1(9). Uma variedade de ácidos graxos poli-insa- 
turados pode ser produzida por meio de dessaturação adicional com- 
binada com elongação. 
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Os humanos têm dessaturases para os carbonos 9, 6, 5 e 4, mas não 
apresentam a capacidade de introduzir ligações duplas a partir do car- 
bono 10 até o carbono terminal (w) da cadeia. Esta é a base para a 
essencialidade nutricional dos ácidos poli-insaturados linoleico (w-6) e 
linolênico (w-3). 











Figura 16.12 

Um triacilglicerol com um ácido graxo 
insaturado ligado ao carbono 2. A cor 
aranja denota porções hidrofóbicas 
das moléculas. 





. Armazenamento dos ácidos graxos como 


componentes dos triacilgliceróis 


Monoacilgliceróis, diacilgliceróis e triacilgliceróis consistem em uma, 
duas ou três moléculas de ácidos graxos esterificados a uma molécula 
de glicerol. Os ácidos graxos são esterificados por meio de seus grupos 
carboxila, resultando na perda da carga negativa e na formação de um 
“lipídeo neutro”. (Nota: um acilglicerol que é sólido à temperatura am- 
biente é chamado de gordura. Se líquido, é um óleo.) 


ds 


Estrutura dos TAGs. Os três ácidos graxos que esterificam uma 
molécula de glicerol para formar um TAG normalmente são de tipos 
diferentes. Em geral, o ácido graxo do carbono 1 é saturado, o do 
carbono 2 é insaturado e o do carbono 3 pode ser saturado ou insa- 
turado. Lembre-se que a presença de ácido(s) graxo(s) insaturado(s) 
diminui a temperatura de fusão (T, do lipídeo. Um exemplo de mo- 
lécula de TAG é mostrado na Figura 16.12. 


Armazenamento e função dos triacilgliceróis. Como os TAGs 
são muito pouco solúveis em água e não conseguem formar micelas 
estáveis por conta própria, eles coalescem dentro dos adipócitos, 
formando gotículas oleosas quase anidras. Essas pequenas gotas 
lipídicas no citosol são a maior reserva energética do organismo. 
(Nota: os TAGs armazenados nos adipócitos da gordura marrom ser- 
vem de fonte de calor pela termogênese sem tremor [ver pág. 79].) 


Síntese de glicerol-3-fosfato. O glicerol-3-fosfato é o aceptor ini- 
cial dos ácidos graxos durante a síntese de TAG. Existem duas vias 
para sua produção (Fig. 16.13). (Nota: um terceiro processo [glice- 
roneogênese] é descrito na pág. 190.) No fígado (principal sítio de 
síntese de TAG) e no tecido adiposo, a produção de glicerol-3-fosfato 
pode ocorrer a partir da glicose, usando inicialmente as reações da 
rota glicolítica até a produção de di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP; 
ver pág. 101). Após, a DHAP é reduzida a glicerol-3-fosfato pela 








Glicerol-3-fosfato 





Glicerol-3-fosfato 





Figura 16.13 


Vias para a produção de glicerol-fosfato no fígado e no tecido adiposo. (Nota: glicerol-3-fosfato pode também 
ser gerado pela gliceroneogênese.) NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; ADP = difosfato de adenosina. 
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glicerol-3-fosfato-desidrogenase. Uma segunda via, observada no 
fígado, mas não no tecido adiposo, utiliza a glicerol-cinase para con- 
verter glicerol livre em glicerol-3-fosfato (Fig. 16.13). (Nota: nos adipó- 
citos, o transportador de glicose [GLUT-4] é dependente de insulina 
[ver pág. 312]. Logo, quando os níveis de glicose plasmática estão 
baixos, os adipócitos apresentam apenas uma capacidade limitada 
de sintetizar glicerol-fosfato, e não podem produzir TAG de novo.) 


4. Ativação dos ácidos graxos. Os ácidos graxos precisam ser con- 
vertidos em sua forma ativada (ligados à CoA por meio da ligação 
tioéster) para participarem de processos metabólicos, como a sín- 
tese de TAG. Essa reação, ilustrada na Figura 15.6, na página 177, é 
catalisada por uma família de acil-CoA-sintetases (tiocinases). 


5. Síntese de triacilgliceróis. Essa via a partir de glicerol-3-fosfato 
envolve quatro reações, mostradas na Figura 16.14. Estas incluem 
a adição sequencial de dois ácidos graxos a partir de acil-CoA, a 
remoção de fosfato e a adição de um terceiro ácido graxo. 


H. Destinos de TAG no fígado e no tecido adiposo 


No tecido adiposo branco, o TAG é armazenado no citosol das células 
na forma de gotas lipídicas quase anidras. Ele funciona como “depósito 
de gordura”, pronto a ser mobilizado caso o organismo necessite dele 
como fonte de energia. Pouca quantidade de TAG é armazenada no fí- 
gado sadio. Em vez disso, a maior parte é exportada, empacotada com 
outros lipídeos e apoproteínas para formar partículas de lipoproteínas 
chamadas de lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL, do inglês 
very-low-density lipoproteins). A VLDL nascente é secretada para o san- 
gue, onde amadurece e funciona entregando lipídeos endógenos para 
os tecidos periféricos. (Nota: lembre-se do Capítulo 15 — os quilomicra 
transportam os lipídeos da dieta [derivados exógenos]. As lipoproteínas 
plasmáticas são discutidas no Capítulo 18.) 


IV. MOBILIZAÇÃO DOS DEPÓSITOS DE GORDURA 
E OXIDAÇÃO DOS ACIDOS GRAXOS 





Os ácidos graxos armazenados no tecido adiposo branco, na forma de TAG 
neutro, são a principal reserva de combustível do organismo. Os TAGs forne- 
cem estoques concentrados de energia metabólica, pois são altamente redu- 
zidos e muito anidros. A oxidação completa dos ácidos graxos a CO, e H,O 
gera 9 kcal/g de gordura (comparadas às 4 kcal/g produzidas por proteínas 
ou carboidratos; ver Fig 27.5, na pág. 359). 


A. Liberação de ácidos graxos a partir da gordura 


A mobilização dos lipídeos armazenados requer a liberação hidrolítica de 
ácidos graxos livres e do glicerol a partir do TAG. Este processo de lipóli- 
se é catalisado pelas lipases. É iniciado pela lipase dos triacilgliceróis do 
tecido adiposo (ATGL), que gera diacilglicerol, o substrato preferido da 
lipase sensível a hormônio (LSH). O monoacilglicerol (MAG), produto da 
LSH, sofre a ação da MAG-lipase. 
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1. Regulação da lipase sensível a hormônio. A LSH está ativa quan- 
do fosforilada pela PKA, uma proteina-cinase dependente de AMPc. 
O AMPc é produzido no adipócito quando as catecolaminas (como 
a adrenalina) se ligam aos receptores B-adrenérgicos da membrana 
plasmática e ativam a adenilato-ciclase (Fig. 16.15). O processo é si- 
milar àquele da ativação da glicogênio-fosforilase (ver Fig. 11.9, pág. 
131). (Nota: uma vez que a acetil-CoA-carboxilase é inibida por fosfo- 


Figura 16.14 

Síntese de TAG. R1 a R3 = ácidos 
graxos ativados. CoA = coenzima A; 
P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 16.15 


Regulação hormonal da degradação 
de diacilgliceróis no adipócito. 
(Nota: triacilglicerol é degradado 

a diacilglicerol pela lipase de 
triacilgliceróis do tecido adiposo.) 
AMPc = monofosfato de adenosina 
cíclico; PP, = pirofosfato; 

ADP = difosfato de adenosina; 

® = fosfato. 





rilação mediada por hormônio quando a cascata via AMPc é ativada 
[ver Fig. 16.8], a síntese de ácidos graxos é suspensa quando a de- 
gradação de TAG é acionada.) Na presença de altas concentrações 
plasmáticas de insulina, a LSH é desfosforilada e torna-se inativa. 
A insulina também suprime a expressão de ATGL. (Nota: as gotas 
de gordura são revestidas por uma proteína [perilipina] que limita o 
acesso da LSH. A fosforilação da perilipina pela PKA permite a trans- 
locação e a ligação da LSH fosforilada à gotícula de gordura.) 


2. Destino do glicerol. O glicerol liberado durante a degradação de 
TAG não pode ser metabolizado nos adipócitos, pois eles não pos- 
suem a enzima glicerol-cinase. Então, o glicerol é transportado no 
sangue até o fígado, que possui a glicerol-cinase. O glicerol-3-fosfa- 
to resultante pode ser utilizado para sintetizar TAG no fígado ou ser 
convertido em DHAP pela reversão da reação da glicerol-3-fosfato- 
-desidrogenase, ilustrada na Figura 16.13. A DHAP pode participar 
na glicólise ou na gliconeogênese. 


3. Destino dos ácidos graxos. Os ácidos graxos livres (não esteri- 
ficados) movem-se através da membrana celular dos adipócitos e 
ligam-se à albumina no plasma. Eles são transportados aos tecidos, 
como o músculo, entram nas células, tornam-se ativados formando 
derivados de CoA e são oxidados na mitocôndria para produzir ener- 
gia. Independente de seus níveis, os ácidos graxos livres no plasma 
não podem ser usados como combustível para as hemácias, pois 
estas não possuem mitocôndria. O sistema nervoso central, por sua 
vez, também não pode utilizar ácidos graxos livres para obter ener- 
gia, mas as razões não estão claras. (Nota: mais de 50% dos ácidos 
graxos liberados dos triacilgliceróis do tecido adiposo são reesterifi- 
cados ao glicerol-3-fosfato. O tecido adiposo branco não expressa 
glicerol-cinase, e o glicerol-3-fosfato é produzido pela gliceroneo- 
gênese, uma versão incompleta da gliconeogênese: piruvato a OAA 
via piruvato-carboxilase e OAA a fosfoenolpiruvato [PEP, do inglês 
phosphoenolpyruvate] via fosfoenolpiruvato-carboxicinase. O PEP é 
convertido [por reações comuns à glicólise e à gliconeogênese] ao 
DHAP, que é reduzido a glicerol-3-fosfato. O processo diminui os áci- 
dos graxos livres plasmáticos, que estão associados com a resistên- 
cia à insulina no diabetes do tipo 2 e na obesidade;ver pág. 343.) 


B-Oxidação dos ácidos graxos 


A principal via para o catabolismo dos ácidos graxos ocorre na mitocôn- 
dria, chamada de B-oxidação, em que fragmentos de dois carbonos são 
removidos sucessivamente a partir da carboxila terminal da acil-CoA, 
produzindo acetil-CoA, NADH e FADH,. 


1. Transporte de ácidos graxos de cadeia longa (AGCL) para den- 
tro da mitocôndria. Após entrar na célula, o AGCL é convertido 
no citosol em um derivado ligado à CoA pela acil-CoA-sintetase dos 
ácidos graxos de cadeia longa (tiocinase), uma enzima da membra- 
na externa da mitocôndria. Visto que a B-oxidação ocorre na ma- 
triz mitocondrial, o ácido graxo precisa ser transportado através 
da membrana interna da mitocôndria, que é impermeável à CoA. 
Assim, um transportador especializado carrega o grupo acila de 
cadeia longa do citosol para a matriz da mitocôndria. Esse trans- 
portador é a carnitina, e esse processo de transporte limitante de 
velocidade chama-se lançadeira da carnitina (Fig. 16.16). 


a. Etapas de translocação. O grupo acila é inicialmente transfe- 
rido da CoA para a carnitina pela carnitina-palmitoiltransferase | 
(CPT-I), enzima associada à membrana externa da mitocôndria. 
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Figura 16.16 
Lançadeira da carnitina. O efeito resultante é que uma acil-CoA de cadeia longa é transportada de fora para dentro 
da mitocôndria. AMP = monofosfato de adenosina; PP, = pirofosfato. 


(Nota: a CPT-| é também conhecida como CAT-I, carnitina-acil- 
transferase l.) Essa reação forma acilcarnitina e regenera CoA 
livre. Em seguida, a acilcarnitina é transportada para a matriz 
mitocondrial em troca de carnitina livre pela carnitina-acilcar- 
nitina-translocase. A carnitina-palmitoiltransferase ll (CPT-II, ou 
CAT-II) - enzima da membrana interna da mitocôndria — catalisa 
a transferência do grupo acila da carnitina para a CoA na matriz 
mitocondrial, regenerando, então, a carnitina livre. 


b. Inibidor da lançadeira da carnitina. A malonil-CoA inibe a 
CPT-I, impedindo a entrada de grupos acila de cadeia longa 
na matriz mitocondrial. Assim, quando a síntese de ácidos gra- 
xos ocorre no citosol (indicada pela presença de malonil-CoA), 
o palmitato recentemente formado não pode ser transferido 
para o interior da mitocôndria e ser degradado. (Nota: o mús- 
culo, que não sintetiza ácidos graxos, contém uma isoforma 
mitocondrial da acetil-CoA carboxilase [ACC2], que permite 
ao músculo regular a B-oxidação. O fígado contém ambas as 
isoenzimas.) A oxidação de ácidos graxos também é regulada 
pela relação acetil-CoA/CoA: à medida que a relação aumenta, 
a reação de tiolase, que requer CoA, diminui (Fig. 16.17). 


c. Fontes de carnitina. A carnitina pode ser obtida a partir da 
dieta, sendo encontrada principalmente nas carnes. Pode tam- 
bém ser sintetizada a partir dos aminoácidos lisina e metionina 
por vias enzimáticas encontradas no fígado e nos rins, mas não 
nos músculos esquelético e cardíaco. Assim, esses últimos te- 
cidos são totalmente dependentes da carnitina distribuída pelo 
sangue, proveniente da síntese endógena ou da dieta. (Nota: o 
músculo esquelético contém cerca de 97% de toda a carnitina 
presente no corpo.) 


d. Deficiências de carnitina. Tais deficiências resultam na dimi- 
nuição da capacidade do tecido de utilizar AGCL como com- 
bustível metabólico. A deficiência primária de carnitina é cau- 
sada por defeitos em um transportador de membrana, o que 
prejudica a captação de carnitina pelos músculos cardíaco e 
esquelético e pelos rins, causando a excreção da carnitina. 
O tratamento inclui suplementação de carnitina. A deficiência 
secundária de carnitina ocorre principalmente como resultado 
de defeitos na oxidação de ácidos graxos, levando ao acúmu- 
lo de acilcarnitinas que são excretadas na urina, diminuindo a 
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Figura 16.17 


Enzimas envolvidas na B-oxidação de 
acil-CoA graxo. (Nota: a 
2,3-enoil-CoA-hidratase requer uma 
ligação dupla em configuração trans 
entre os carbonos 2 e 3.) 

FAD(H,) = flavina-adenina- 
dinucleotídeo; 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo. 


disponibilidade de carnitina. A deficiência secundária adquiri- 
da de carnitina pode ser vista, por exemplo, em pacientes com 
doença hepática (síntese diminuída de carnitina) ou naqueles 
que tomam o medicamento antiepiléptico ácido valproico (di- 
minuição da reabsorção renal). (Nota: defeitos na oxidação 
mitocondrial podem também ser causados por deficiência de 
CPT-I e CPT-II. A deficiência genética de CPT-I afeta o fígado, 
incapacitando-o de utilizar AGCL como combustível e prejudi- 
cando, assim, a capacidade desse tecido de sintetizar glicose 
[um processo endergônico] durante o jejum. Isso pode levar à 
hipoglicemia grave, coma e morte. A deficiência de CPT-Il pode 
afetar o fígado e os músculos cardíaco e esquelético. A forma 
mais comum [e menos grave] afeta o músculo esquelético. Ela 
se apresenta como fraqueza muscular com mioglobinemia após 
exercício prolongado. O tratamento inclui evitar jejum prolonga- 
do, adotando uma dieta rica em carboidratos e baixa em AGCL, 
mas suplementada com ácidos graxos de cadeia média.) 


Transporte de ácidos graxos de cadeia curta e média para den- 
tro da mitocôndria. Ácidos graxos com 12 ou menos carbonos 
podem cruzar a membrana interna da mitocôndria sem necessitar 
de carnitina ou do sistema CPT. Uma vez internalizados na mito- 
côndria, eles são ativados em seus derivados de coenzima A por 
enzimas da matriz e são oxidados. (Nota: ácidos graxos de cadeia 
média são abundantes no leite humano. Como sua oxidação não é 
dependente de CPT-I, malonil-CoA não funciona como inibidor.) 


Reações de p-oxidação. O primeiro ciclo da B-oxidação é mostra- 
do na Figura 16.17. Consiste em uma sequência de quatro reações 
envolvendo o carbono $ (carbono 3), a qual resulta na diminuição 
da cadeia do ácido graxo em dois carbonos no terminal carboxila. 
As etapas incluem uma oxidação que produz FADH,, uma hidrata- 
ção, uma segunda oxidação que produz NADH e uma clivagem tiólica 
dependente de CoA que libera uma molécula de acetil-CoA. Cada 
etapa é catalisada por enzimas com especificidade em relação ao 
comprimento da cadeia. (Nota: para os ácidos graxos de cadeia lon- 
ga, as últimas três etapas são catalisadas por uma proteína trifuncio- 
nal.) Para os ácidos graxos saturados com número par de átomos de 
carbono, essas quatro etapas são repetidas em um número de vezes 
igual a (n/2)-1 (em que n é o número de carbonos); cada ciclo produz 
uma acetil-CoA mais um NADH e um FADH,. A última clivagem tiólica 
produz duas acetil-CoA. A acetil-CoA pode ser oxidada ou usada na 
cetogênese hepática (ver item V, a seguir). As coenzimas reduzidas 
são oxidadas pela cadeia de transporte de elétrons, NADH pelo com- 
plexo |, e FADH, pela coenzima Q (ver pág. 75). (Nota: a acetil-CoA é 
um efetor alostérico positivo da piruvato-carboxilase [ver pág. 119], 
ligando a oxidação de ácidos graxos à gliconeogênese.) 


Energia produzida pela B-oxidação de ácidos graxos. Uma 
grande quantidade de energia é produzida pela B-oxidação. Por 
exemplo, a oxidação de uma molécula de palmitoil-CoA a CO, e 
H,O produz oito acetil-CoA, sete NADH e sete FADH,, que podem 
produzir 131 ATPs. Entretanto, a ativação do ácido graxo utiliza dois 
ATPs. Assim, o balanço final resulta em 129 ATPS a partir de palmi- 
tato (Fig. 16.18). Uma comparação entre os processos de síntese e 
degradação de ácidos graxos saturados de cadeia longa com nú- 
mero par de carbonos é mostrada na Figura 16.19. 


Deficiência de acil-CoA-desidrogenase de ácidos graxos de 
cadeia média. Na mitocôndria, existem quatro espécies de acil- 
-CoA-desidrogenases, cada uma com especificidade distinta, mas 
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Figura 16.18 

Resumo do ganho energético obtido pela oxidação de palmitoil-coenzima A (CoA) (16 carbonos). (Nota: *a ativação 
do palmitato a palmitoil-CoA requer o equivalente a dois ATPs [ATP — AMP + PP].) FADH, = flavina-adenina- 
-dinucleotídeo; NADH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; CAC =ciclo do ácido cítrico; CoQ = coenzima Q; 

CO, = dióxido de carbono. 


com parcial sobreposição, para ácidos graxos de cadeia curta, mé- 
dia, longa ou muito longa. Deficiência de acil-CoA-desidrogenase 
de ácidos graxos de cadeia média (DAGCM), uma doença autos- 
sômica recessiva, é o erro inato mais comum da B-oxidação, sen- 
do encontrado em 1:14.000 nascimentos em todo o mundo, com 
maior incidência em caucasianos de ascendência do Norte da 
Europa. Essa deficiência resulta na diminuição da capacidade de 
oxidar ácidos graxos de 6 a 10 carbonos (estes acumulam e são 
medidos na urina) e causa hipoglicemia grave (pois os tecidos ne- 
cessitam aumentar o consumo de glicose) e hipocetonemia (devido 
à redução da produção de acetil-CoA; ver pág. 195). O tratamento 
inclui evitar jejum. 


6. Oxidação de ácidos graxos com número ímpar de carbo- 
nos. Este processo prossegue pelas mesmas etapas de reação 
que a oxidação dos ácidos graxos com um número par de carbo- 
nos, até que o composto final de três carbonos seja produzido. Esse 
composto, o propionil-CoA, é metabolizado em uma via de três rea- 
ções (Fig. 16.20). (Nota: propionil-CoA também é produzida durante 
o metabolismo de certos aminoácidos [ver Fig. 20.11, pág. 266].) 


a. Síntese de p-metilmalonil-CoA. Inicialmente, o propionil- 
-CoA é carboxilado formando p-metilmalonil-CoA. A enzima 
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Figura 16.19 


Comparação entre a síntese e a degradação de ácidos graxos saturados de cadeia longa, com número par de 
carbonos. NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; NAD* = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; 
FAD = flavina-adenina-dinucleotídeo; CoA = coenzima A. 


propionil-CoA-carboxilase, assim como a ACC e muitas outras 
carboxilases, necessita da coenzima biotina e de ATP. 


Formação de L-metilmalonil-CoA. A seguir, o D-isômero é 
convertido na forma L pela enzima metilmalonil-CoA-racemase. 


Síntese de succinil-CoA. Finalmente, os carbonos da 
t-metilmalonil-CoA são realocados, formando succinil-CoA, 
que pode ser utilizada no ciclo do ácido cítrico (ver pág. 113). 
(Nota: esse é o único exemplo de um precursor glicogênico 
gerado a partir da oxidação de ácidos graxos.) A enzima me- 
tilmalonil-CoA-mutase requer uma forma de coenzima da vita- 
mina B,, (desoxiadenosilcobalamina) para sua ação. A reação 
da mutase é uma das duas únicas reações do organismo que 
requer vitamina B,, (ver pág. 379). (Nota: em pacientes com 
deficiência de vitamina B,,, O propionato e o metilmalonato são 
excretados na urina. Dois tipos hereditários de acidemia e aci- 
dúria metilmalônica têm sido descritos: em um deles, a mutase 
está ausente ou deficiente [ou com menos afinidade pela coen- 
zima] e, no outro, o paciente é incapaz de converter a vitamina 
B,, na sua forma de coenzima. Ambos os tipos resultam em 
acidose metabólica e manifestações neurológicas.) 


B-Oxidação de ácidos graxos insaturados. A oxidação de 
ácidos graxos insaturados gera intermediários que não podem 
servir como substratos para 2,3-enoil-CoA-hidratase (ver Fig. 
16.17). Consequentemente, são necessárias enzimas adicionais. 
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A oxidação de uma ligação dupla em um carbono de número 
ímpar, como 18:1 (9) (ácido oleico), requer uma enzima adicional, 
3,2-enoil-CoA-isomerase, que converte o derivado 3-cis obtido 
após três ciclos de B-oxidação no derivado 2-trans requerido 
pela hidratase. A oxidação de uma ligação dupla em um car- 
bono de número par, como 18:2 (9,12) (ácido linoleico), requer 
uma 2,4-dienoil-CoA -redutase dependente de NADPH, além da 
isomerase. (Nota: uma vez que os ácidos graxos insaturados são 
menos reduzidos do que os ácidos graxos saturados, menos 
equivalentes reduzidos são produzidos pela sua oxidação.) 


8. f-Oxidação no peroxissomo. Ácidos graxos de cadeia muito 
longa (AGCML) com 22 carbonos ou mais em comprimento sofrem 
uma oxidação ß preliminar nos peroxissomos, porque os peroxis- 
somos, e não as mitocôndrias, são o sítio primário da sintetase que 
ativa os ácidos graxos desse comprimento. A seguir, o ácido gra- 
xo encurtado (ligado à carnitina) é transferido para a mitocôndria, 
para posterior oxidação. Ao contrário da B-oxidação mitocondrial, 
a desidrogenação inicial nos peroxissomos é catalisada por uma 
acil-CoA-oxidase que contém FAD. O FADH, produzido é oxidado 
por O,, o qual é reduzido a peróxido de hidrogênio (H,0,). Portanto, 
não há geração de ATP nessa etapa. O H,O, é reduzido a H,O pela 
catalase (ver pág. 148). (Nota: defeitos genéticos na capacidade de 
direcionar proteínas da matriz aos peroxissomos [resultando na sín- 
drome de Zellweger — um distúrbio na biogênese peroxissomal] ou 
na capacidade de transportar os AGCML através da membrana pe- 
roxissomal [resultando em adrenoleucodistrofia ligada ao X] levam 
ao acúmulo de AGCML no sangue e nos tecidos.) 


C. «-Oxidação no peroxissomo 


Ácido fitânico, um ácido de cadeia ramificada produto do metabolismo 
da clorofila, não é substrato da acil-CoA-desidrogenase devido ao grupo 
metila em seu carbono $ (Fig. 16.21). Assim, ele é hidroxilado no carbo- 
no « pela fitanoil-CoA-a-hidroxilase; o carbono 1 é liberado como CO,; 
eo produto, o pristanal, com 15 carbonos, é oxidado a ácido pristânico, 
que é ativado ao seu derivado CoA e sofre a p-oxidação. A doença de 
Refsum é uma doença autossômica recessiva rara, causada pela defi- 
ciência da fitanoil-CoA-a-hidroxilase peroxissomal. Essa deficiência re- 
sulta no acúmulo de ácido fitânico no plasma e nos tecidos. Os sintomas 
são basicamente neurológicos e o tratamento envolve restrição dietética 
para impedir a progressão da doença. (Nota: a w-oxidação (da metila 
terminal) também é conhecida e gera ácidos dicarboxílicos. Normalmen- 
te, a w-oxidação é uma via minoritária no REL e é estimulada em certas 
condições, como na deficiência de DAGCM, que limita a B-oxidação de 
ácidos graxos.) 


V. CORPOS CETÔNICOS: COMBUSTÍVEL 
ALTERNATIVO PARA AS CELULAS 





A mitocôndria hepática tem a capacidade de converter acetil-CoA prove- 
niente da B-oxidação de ácidos graxos em corpos cetônicos. Os compostos 
classificados como corpos cetônicos são o acetoacetato, o 3-hidroxibuti- 
rato (também chamado de B-hidroxibutirato) e a acetona (produto colateral 
não metabolizável; Fig. 16.22). (Nota: os dois corpos cetônicos funcionais 
são, na verdade, ácidos orgânicos.) O acetoacetato e o 3-hidroxibutirato 
são transportados pelo sangue aos tecidos periféricos. Ali, eles podem ser 
convertidos novamente em acetil-CoA, que pode ser oxidada no ciclo do 
ácido cítrico. Os corpos cetônicos são importantes fontes de energia para 
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Figura 16.20 

Metabolismo da propionil-CoA. 
ADP = difosfato de adenosina; 
HCO, = bicarbonato; P, = fosfato 
inorgânico. 
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Figura 16.21 
Ácido fitânico, ácido graxo de cadeia 
ramificada com 16 carbonos. 
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Figura 16.22 

Síntese dos corpos cetônicos. 
(Nota: a liberação de CoA na 
cetogênese sustenta a continua 
oxidação de ácidos graxos.) 
CoA = coenzima A; 

HMG = hidroximetilglutarato; 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; CO, = dióxido de 
carbono. 








os tecidos periféricos, porque: 1) são solúveis em meio aquoso e, assim, não 
necessitam ser incorporados a lipoproteínas ou transportados pela albumi- 
na, como outros lipídeos; 2) são produzidos no fígado, em períodos em que 
a quantidade de acetil-CoA excede a capacidade oxidativa do fígado; e 3) 
são usados proporcionalmente à sua concentração pelos tecidos extra-he- 
páticos, como os músculos esquelético e cardíaco, a mucosa intestinal e o 
córtex renal. Até mesmo o encéfalo pode usar corpos cetônicos para ajudar 
a satisfazer sua necessidade de energia, se os níveis sanguíneos aumenta- 
rem suficientemente. Então, os corpos cetônicos poupam a glicose, que é 
especialmente importante durante o jejum prolongado (ver pág. 332.) (Nota: 
distúrbios da oxidação de ácidos graxos causam um quadro de hipocetose 
[devido à diminuição no fornecimento de acetil-CoA] e hipoglicemia [devido 
ao aumento do consumo de glicose para energia.) 


A. Síntese de corpos cetônicos no fígado: cetogênese 


Durante o jejum, o fígado é inundado com ácidos graxos mobilizados 
do tecido adiposo. Como resultado, a elevada produção de acetil-CoA 
hepática pela oxidação de ácidos graxos inibe a piruvato-desidrogenase 
(ver pág. 111) e ativa a piruvato-carboxilase (ver pág. 119). O oxalacetato 
produzido pela piruvato-carboxilase é usado pelo fígado na gliconeogê- 
nese, mais do que no ciclo do ácido cítrico. Adicionalmente, a oxidação 
de ácidos graxos diminui a razão NAD'/NADH, e o aumento de NADH 
favorece a conversão de OAA em malato (ver pág. 113). A diminuição 
da disponibilidade de OAA para a condensação com acetil-CoA resulta 
em maior uso de acetil-CoA para a síntese dos corpos cetônicos. (Nota: 
a acetil-CoA para a cetogênese também é gerada pelo catabolismo de 
aminoácidos cetogênicos [ver pág. 262].) 


1. Síntese de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). A primeira 
etapa da síntese, formando acetoacetil-CoA, ocorre pela reversão 
da reação da tiolase, enzima da oxidação de ácidos graxos (ver Fig. 
16.17). A HMG-CoA-sintase mitocondrial combina uma terceira mo- 
lécula de acetil-CoA com acetoacetil-CoA para produzir HMG-CoA. 
A reação da HMG-CoA-sintase é a etapa limitante na síntese de cor- 
pos cetônicos e esta enzima ocorre em quantidades significativas 
somente no fígado. (Nota: o HMG-CoA é também um intermediário 
na síntese de colesterol no citosol; ver pág. 220. Essas duas vias são 
separadas por sua localização na célula e pelas condições da célula.) 


2. Síntese de corpos cetônicos. O HMG-CoA é clivado pela HMG- 
-CoA-liase para produzir acetoacetato e acetil-CoA, conforme a Fi- 
gura 16.22. O acetoacetato pode ser reduzido para formar 3-hidro- 
xibutirato, utilizando NADH como doador de elétrons. (Nota: como 
os corpos cetônicos não são ligados à CoA, eles podem cruzar a 
membrana mitocondrial interna.) O acetoacetato pode também so- 
frer descarboxilação espontânea no sangue, formando acetona — 
um composto volátil, não metabolizado biologicamente, que pode 
ser liberado na respiração. O equilíbrio entre acetoacetato e 3-hi- 
droxibutirato é determinado pela razão NAD*/NADH. Uma vez que 
essa relação encontra-se reduzida durante a oxidação dos ácidos 
graxos, a síntese de 3-hidroxibutirato é favorecida. 


B. A utilização de corpos cetônicos 
nos tecidos periféricos: cetólise 


Embora o fígado sintetize constantemente níveis baixos de corpos cetôni- 
cos, sua produção aumenta durante o jejum, quando os corpos cetônicos 
são necessários para produzir energia nos tecidos periféricos. O 3-hidro- 
xibutirato é oxidado a acetoacetato pela 3-hidroxibutirato-desidrogenase, 
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Figura 16.23 

Síntese de corpos cetônicos no fígado e sua utilização pelos tecidos periféricos. O fígado e as hemácias não podem 
usar corpos cetônicos. (Nota: a tioforase é também conhecida como succinil-CoA:acetoacetato-CoA-transferase.) 
CoA = coenzima A; NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; CO, = dióxido de carbono. 


produzindo NADH (Fig. 16.23). O acetoacetato recebe, então, uma mo- 
lécula de CoA, doada pela succinil-CoA, em uma reação catalisada pela 
succinil-CoA:acetoacetato-CoA-transferase (tioforase). Essa reação é re- 
versível, mas o produto, acetoacetil-CoA, é ativamente removido por sua 
clivagem a duas moléculas de acetil-CoA pela tiolase. Isto impulsiona a 
reação adiante. Desse modo, os tecidos extra-hepáticos, incluindo o en- 
céfalo, mas excluindo células sem mitocôndria (p. ex., os eritrócitos), oxi- 
dam de maneira eficiente o acetoacetato e o 3-hidroxibutirato. O fígado, 
ao contrário, embora produza corpos cetônicos, não possui a enzima tio- 
forase e, portanto, é incapaz de usar corpos cetônicos como combustível. 





C. Produção excessiva de corpos cetônicos no diabetes melito 





Quando a velocidade de formação dos corpos cetônicos é maior do que 
a velocidade de seu consumo, seus níveis começam a aumentar no san- 
gue (cetonemia) e, por fim, na urina (cetonúria). Isto é visto com maior 
frequência em casos de diabetes melito tipo 1 não controlado, no qual 
a concentração sanguínea de corpos cetônicos pode atingir 90 mg/dL 
(versus < 3 mg/dL em indivíduos normais), e a excreção urinária de cor- 
pos cetônicos pode chegar a 5.000 mg/24 horas. O aumento da concen- 
tração de corpos cetônicos no organismo resulta em acidemia. (Nota: 
o grupo carboxila de um corpo cetônico tem pK, ao redor de 4. Logo, 
cada corpo cetônico libera um próton [H*] quando circula pelo sangue, 
diminuindo o pH do organismo. Também, no diabetes melito tipo 1 não 
controlado, a perda urinária de glicose e de corpos cetônicos resulta 
em desidratação. Assim, o aumento do número de H* na circulação e a 
diminuição do volume plasmático podem causar acidose grave [cetoaci- 
dose; Fig. 16.24], conhecida como cetoacidose diabética.) Um sintoma 
frequente da cetoacidose diabética é o odor frutado na respiração, resul- 
tante da alta produção de acetona. Cetoacidose pode também ocorrer Figura 16.24 
em casos de jejum prolongado (ver pág. 330) e consumo excessivo de 
etanol (ver pág. 318). 














Mecanismo da cetoacidose diabética, 
observada no diabetes tipo 1 não 
controlado. 
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a E N 
VI. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os ácidos graxos, geralmente cadeias lineares hidrocarbonadas com um grupo carboxila terminal, podem ser saturados ou 
insaturados. Dois ácidos graxos insaturados são essenciais na dieta: ácidos linoleico e a--linolênico. Ácidos graxos são sin- 
tetizados no citosol da célula hepática, após uma refeição com excesso de carboidratos e proteínas. Os carbonos usados na 
síntese de ácidos graxos são fornecidos pela acetil-coenzima A (CoA), a energia pelo ATP, e os equivalentes redutores pelo 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato ([NADPH]), Fig. 16.25) proveniente da via das pentoses-fosfato e da reação da 
enzima málica. O citrato carrega unidades acetila de dois carbonos a partir da matriz mitocondrial para o citosol. A etapa regu- 
ladora na síntese de ácidos graxos é a carboxilação da acetil-CoA a malonil-CoA pela enzima acetil-CoA-carboxilase (ACC), 
que necessita de biotina e ATP. O citrato ativa alostericamente a ACC, e palmitoil-CoA inibe esta enzima. A ACC pode tam- 
bém ser ativada pela insulina e inativada pela proteína-cinase ativada por AMP (AMPK) em resposta à adrenalina, ao gluca- 
gon ou ao aumento de AMP. Os passos restantes na síntese de ácidos graxos são catalisados pela enzima multifuncional ácido 
graxo-sintase, que produz palmitoil-CoA, adicionando unidades de dois carbonos da malonil-CoA a uma série de aceptores 
de acila. Os ácidos graxos podem ser alongados e dessaturados no retículo endoplasmático liso (REL). Quando são ne- 
cessários ácidos graxos para produzir energia, a lipase sensível a hormônio (ativada pela adrenalina e inibida pela insulina), 
juntamente com outras lipases, degrada triacilglicerol (TAG) armazenado nos adipócitos. Os ácidos graxos produzidos são 
transportados pela albumina sérica para o fígado e tecidos periféricos, onde são oxidados para produzir energia. O glicerol 
resultante da degradação dos triacilgliceróis é levado pelo sangue ao fígado, onde serve como precursor da gliconeogênese. 
A degradação dos ácidos graxos (p-oxidação) ocorre na mitocôndria. A lançadeira da carnitina é necessária para o trans- 
porte de ácidos graxos de cadeia longa do citosol para a matriz mitocondrial. São necessárias uma translocase e as enzimas 
carnitina-palmitoiltransferase | e Il. A CPT-I é inibida por malonil-CoA, prevenindo a síntese e a degradação simultâneas de 
ácidos graxos. A B-oxidação mitocondrial de ácidos graxos produz acetil-CoA, nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NADH) 
e flavina-adenina-dinucleotídeo (FADH.) reduzidos. A primeira etapa da p-oxidação é catalisada por uma das quatro acil- 
-CoA-desidrogenases, cada uma específica para ácidos graxos de cadeia curta, média, longa ou muito longa. Deficiência na 
acil-CoA desidrogenase de ácidos graxos de cadeia média (DAGCM) causa uma diminuição na oxidação de ácidos graxos (o 
processo é interrompido assim que o ácido graxo de cadeia média é produzido), resultando em hipocetonemia e hipoglicemia 
grave. A oxidação de ácidos graxos com número ímpar de carbonos ocorre com a liberação de dois carbonos por vez (produ- 
zindo acetil-CoA) até restarem três carbonos (propionil-CoA). Este composto é carboxilado a metilmalonil-CoA (pela propio- 
nil-CoA-carboxilase que necessita de biotina e ATP), que é então convertido em succinil-CoA (um precursor gliconeogênico) 
por metilmalonil-CoA-mutase, que requer a vitamina B,,. Um erro genético na mutase ou deficiência de vitamina B,, causa 
acidemia metilmalônica e acidúria metilmalônica. A B-oxidação de ácidos graxos insaturados requer enzimas adicionais. 
A B-oxidação de ácidos graxos de cadeia muito longa e a a-oxidação de ácidos graxos de cadeia ramificada ocorrem no 
peroxissomo. Deficiências nessas vias resultam em adrenoleucodistrofia ligada ao X e doença de Refsum, respectivamente. 
«w-Oxidação, normalmente uma via secundária, ocorre no REL. A mitocôndria hepática pode converter acetil-CoA proveniente 
da oxidação de ácidos graxos nos corpos cetônicos acetoacetato e 3-hidroxibutirato. Tecidos periféricos que possuem mi- 
tocôndria podem oxidar 3-hidroxibutirato em acetoacetato, que pode ser clivado em duas acetil-CoA, gerando energia para a 
célula. Ao contrário dos ácidos graxos, os corpos cetônicos podem ser utilizados pelo encéfalo e são importantes combustíveis 
durante o jejum. Como o fígado não possui a enzima tioforase, necessária para a degradação dos corpos cetônicos, ele so- 
mente os sintetiza para consumo pelos tecidos periféricos. A cetoacidose ocorre quando a velocidade de formação de corpos 
cetônicos é maior do que sua velocidade de consumo, como se observa em casos não controlados de diabetes melito tipo 1. 








á 





Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


16.1 Quando o ácido oleico, 18:1(9), é dessaturado no carbo- 


no 6 e então alongado, qual é a representação correta do Resposta correta = D. Os ácidos graxos são alongados no retículo 


endoplasmático liso adicionando dois carbonos de cada vez à extre- 


produto? midade do carboxilato (carbono 1) da molécula. Isso desloca as liga- 
A. 19:2(7,9). ções duplas no carbono 6 e carbono 9 para mais longe do carbono 
B. 20:2(00-6). 1. O produto 20:2(8,11) é um ácido graxo w-9 (n-9). 

C. 20:2(6,9). 

D. 20:2(8,11). 
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Figura 16.25 

Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo dos ácidos graxos e dos triacilgliceróis. AMPK = proteína-cinase 
ativada por monofosfato de adenosina; PKA = proteina-cinase A; CoA = coenzima A; NADP(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato; FAD(H,) = flavina-adenina-dinucleotídeo; AGS = ácido graxo sintase; CO, = dióxido de 
carbono; NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; VLDL = lipoproteínas de densidade muito baixa. 
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16.2 


16.3 


16.4 


16.5 


Uma criança de 4 meses de idade está sendo avaliada 
para hipoglicemia em jejum. Testes laboratoriais na ad- 
missão revelam níveis baixos de corpos cetônicos (hipo- 
cetonemia), carnitina livre e acilcarnitinas de cadeia longa 
no sangue. Os níveis de ácidos graxos livres no sangue 
estavam elevados. Deficiência de qual das seguintes 
proteínas poderia explicar esses achados? 

A. Lipase dos triacilgliceróis do tecido adiposo (ATGL). 

B. Transportador de carnitina. 

C. Carnitina palmitoiltransferase-l. 

D. Desidrogenase dos ácidos graxos de cadeia longa. 
Um adolescente, preocupado com seu peso, resolveu 
fazer uma dieta livre de gordura por diversas semanas. 
Se a sua capacidade de sintetizar vários lipídeos fosse 
examinada, quais compostos apresentariam maior defi- 
ciência em sua sintese? 


Colesterol. 
Glicolipídeos. 
Fosfolipídeos. 

Prostaglandinas. 
Triacilglicerol. 

Um menino de 6 meses de idade foi hospitalizado após 
uma crise convulsiva. A história revela que, nos vários 
dias que antecederam a crise, seu apetite havia dimi- 
nuído devido a uma “estomatite viral”. Na admissão, sua 
glicose sanguínea era de 24 mg/dL (normal nessa ida- 
de é de 60 a 100). Sua urina apresentava teste negativo 
para corpos cetônicos, mas positivo para uma variedade 
de ácidos dicarboxílicos. Níveis de carnitina sanguíneos 
(livre e ligada) foram normais. Uma tentativa de diagnós- 
tico de deficiência da acil-CoA-desidrogenase dos áci- 
dos graxos de cadeia média (DAGCM) foi realizada. Em 
pacientes com deficiência na DAGCM, a hipoglicemia no 
jejum é uma consequência de: 

A. Produção de acetil-coenzima A diminuída. 

B. Capacidade de converter acetil-CoA em glicose di- 

minuída. 

C. Conversão de acetil-CoA em acetoacetato aumentada. 

D. Produção de ATP e nicotinamida-adenina-dinucleoti- 
deo aumentada. 


Explique por que na síndrome de Zellweger são acumu- 
lados ácidos graxos de cadeia muito longa (AGCML) e 
ácido fitânico, enquanto na adrenoleucodistrofia ligada 
ao X (ALD-X), são acumulados somente AGCML. 


moop 


Resposta correta = B. Um defeito no transportador de carnitina (defi- 
ciência primária de carnitina ) resultaria em baixos níveis de carnitina 
no sangue (como resultado do aumento da perda urinária) e baixos 
níveis nos tecidos. No figado, isso diminui a oxidação de ácidos gra- 
xos e a cetogênese. Consequentemente, os níveis de ácidos graxos 
livres no sangue aumentam. A deficiência da lipase dos triacilglice- 
róis do tecido adiposo (ATGL) diminuiria a disponibilidade de ácidos 
graxos. Deficiência de carnitina palmitoiltransferase | resultaria em 
elevação da carnitina sanguínea. Defeitos em qualquer das enzimas 
da B-oxidação resultariam em deficiência secundária de carnitina, 
com aumento nas acilcarnitinas. 


Resposta correta = D. As prostaglandinas são sintetizadas a partir 
do ácido araquidônico. O ácido araquidônico é sintetizado a partir 
do ácido linoleico, ácido graxo essencial obtido pelos humanos a 
partir dos lipídeos da dieta. O adolescente seria capaz de sintetizar 
todos os demais compostos, mas provavelmente em quantidade 
diminuída. 


Resposta correta = A. Prejuizo na oxidação de ácidos graxos com 
< 12 carbonos de comprimento resulta em uma diminuição da pro- 
dução de acetil-coenzima A (CoA), o ativador alostérico da piruva- 
to-carboxilase, uma enzima gliconeogênica e, assim, os níveis de 
glicose caem. A acetil-CoA nunca pode ser usada para a sintese de 
glicose. O acetoacetato é um corpo cetônico, e com a deficiência de 
acil-CoA-desidrogenase de ácidos graxos de cadeia média (DAG- 
CM), a cetogênese diminui como resultado da diminuição da produ- 
ção do substrato, acetil-CoA. Um prejuízo na oxidação dos ácidos 
graxos significa que menos ATP e NADH são produzidos, e ambos 
são necessários para a gliconeogênese. 


A sindrome de Zellweger é causada por uma incapacidade de trans- 
portar proteinas da matriz para o peroxissomo. Portanto, todas as 
atividades peroxissomais são afetadas porque os peroxissomos fun- 
cionais não podem ser formados. Na adrenoleucodistrofia ligada ao 
X (ALD-X), o defeito é a incapacidade de transportar AGCML para o 
peroxissomo — as demais funções peroxissornais, como a &-oxida- 
ção, são normais. 





Metabolismo dos 
fosfolipídeos, dos 
glicoesfingolipídeos 
e dos eicosanoides 


I. VISÃO GERAL DOS FOSFOLIPÍDEOS 





Os fosfolipídeos são compostos polares, iônicos, formados por um álcool unido 
por meio de uma ligação fosfodiéster ao diacilglicerol (DAG) ou à esfingosina. 
Como os ácidos graxos, os fosfolipídeos são de natureza anfipática, ou seja, 
cada um tem uma cabeça hidrofílica, que é o grupo fosfato, além de um álcool 
ligado (p. ex., serina, etanolamina, e colina; destacados em azul na Fig. 17.14), 
e uma cauda longa, hidrofóbica, contendo ácidos graxos ou uma cadeia hidro- 
carbonada derivados de ácidos graxos (mostrada em laranja na Fig. 17.1A). Os 
fosfolipídeos são os lipídeos predominantes nas membranas celulares. Nestas, 
a parte hidrofóbica dos fosfolipídeos está associada com as partes apolares de 
outros constituintes da membrana, como glicolipídeos, proteínas e colesterol. 
A cabeça hidrofílica (polar) dos fosfolipídeos estende-se para fora, interagindo 
com o ambiente aquoso intra ou extracelular (ver Fig. 17.1A). Os fosfolipídeos 
da membrana também funcionam como reservatório de mensageiros intrace- 
lulares e, para algumas proteínas, servem como pontos de ancoramento às 
membranas celulares. Os fosfolipídeos não constituintes das membranas apre- 
sentam papéis adicionais no organismo; por exemplo, são surfactantes nos 
alvéolos pulmonares e componentes fundamentais da bile, onde suas proprie- 
dades detergentes ajudam na solubilização do colesterol. 


Il. ESTRUTURA DOS FOSFOLIPÍDEOS 





Há duas classes de fosfolipídeos: aqueles que contêm glicerol (da glicose) 
como esqueleto carbonado e aqueles que contêm esfingosina (da serina e 
palmitato). Ambas as classes são componentes estruturais de membranas e 
exercem papel na geração de derivados lipídicos envolvidos na sinalização. 


A. Glicerofosfolipídeos 


Os fosfolipídeos que contêm glicerol são chamados de glicerofosfolipídeos 
(ou fosfoglicerídeos). Os glicerofosfolipídeos constituem a principal classe 
de fosfolipídeos e são os lipídeos predominantes nas membranas. Todos 
contêm (ou são derivados do) ácido fosfatídico (AF), que é o diacilglicerol 
com um grupo fosfato no carbono 3 (Fig. 17.1B). O ácido fosfatídico é o 
fosfoglicerídeo mais simples e é precursor dos demais membros do grupo. 





Figura 17.1 

A. Estruturas de alguns 
glicerofosfolipídeos. B. Ácido 
fosfatídico. (P) = fosfato (um ânion). 
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Figura 17.2 
Estrutura da cardiolipina 
(difosfatidilglicerol). (P) = fosfato. 
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Figura 17.3 


Os éteres glicerofosfolipídeos. 

A. O plasmalogênio 
fosfatidaletanolamina. B. Fator 
ativador de plaquetas. (AM é 
uma cadeia hidrocarbonada longa e 
hidrofóbica.) 


1. Constituídos de ácido fosfatídico e um álcool. O grupo fosfato 
do AF pode ser esterificado a outro composto contendo um grupo 
hidroxila (ver Fig. 17.1). Por exemplo: 


Serina + AF —> fosfatidilserina (FS) 
Etanolamina + AF — fosfatidiletanolamina (FE) 
Colina + AF — fosfatidilcolina (FC) (lecitina) 
Inositol + AF —> fosfatidilinositol (FI) 

Glicerol + AF > fosfatidilglicerol (FG) 


2. Cardiolipina. Duas moléculas de AF esterificadas por meio de 
seus grupos fosfato a outra molécula de glicerol formam a cardio- 
lipina, ou difosfatidilglicerol (Fig. 17.2). A cardiolipina é encontrada 
em membranas de bactérias e em eucariotos. Em eucariotos, a 
cardiolipina é encontrada praticamente apenas na membrana mito- 
condrial interna, onde parece ser necessária para a manutenção da 
estrutura e da função de certos complexos respiratórios da cadeia 
transportadora de elétrons. (Nota: a cardiolipina é antigênica e re- 
conhecida por anticorpos produzidos contra o Treponema pallidum, 
o agente etiológico da sífilis. O teste de Wasserman para a sífilis 
detecta estes anticorpos.) 


3. Plasmalogênios. Quando um ácido graxo esterificado ao carbono 
1 de um glicerofosfolipídeo é substituído por um grupo alquila insa- 
turado, formando um ligação éter (em vez de éster) com a molécula 
de glicerol, é produzido um éter de fosfoglicerídeo conhecido como 
plasmalogênio. Por exemplo, a fosfatidaletanolamina, que é abun- 
dante no tecido nervoso (Fig. 17.34), é o plasmalogênio similar em 
estrutura à fosfatidiletanolamina. A fosfatidalcolina (abundante no 
tecido cardíaco) é outro lipídeo com ligação éter quantitativamente 
importante em mamíferos. (Nota: os plasmalogênios têm “al” em 
vez de “il” em seus nomes.) 


4. Fator ativador de plaquetas. Um segundo exemplo de um gli- 
cerofosfolipídeo é o fator de ativação de plaquetas (PAF, do inglês 
platelet-activating factor), que tem um grupo alquila saturado numa 
ligação éter ao carbono 1 e um resíduo de acetila (em vez de um 
ácido graxo) no carbono 2 do esqueleto de glicerol (Fig. 17.3 B). 
O PAF é sintetizado e liberado por vários tipos de células. Ele se 
liga a receptores de membrana, desencadeando potentes respostas 
trombóticas e eventos inflamatórios agudos. Por exemplo, o PAF 
ativa as células inflamatórias e medeia as reações de hipersensibili- 
dade, as reações inflamatórias agudas e as reações anafiláticas. Ele 
faz com que as plaquetas se agreguem e se tornem ativadas e os 
neutrófilos e macrófagos alveolares gerem radicais superóxido para 
matar bactérias (ver pág. 150). Eles também baixam a pressão san- 
guínea. (Nota: o PAF é uma das moléculas bioativas mais potentes 
conhecidas, exercendo seus efeitos em concentrações tão baixas 
quanto 10! mol/L.) 


B. Esfingofosfolipídeos: esfingomielina 


O esqueleto da esfingomielina é a esfingosina, um álcool aminado, em 
vez do glicerol (Fig. 17.4). Quando um ácido graxo de cadeia longa está 
ligado ao grupo amino da esfingosina por uma ligação amida, forma-se 
uma ceramida, que também pode servir como precursora dos glico- 
lipídeos (ver pág. 209). Quando a hidroxila do carbono 1 da esfingo- 
sina está esterificada pela fosforilcolina, produz-se a esfingomielina, o 
único esfingofosfolipídeo conhecido em quantidades significativas em 
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humanos. A esfingomielina é um constituinte fundamental da bainha de 
mielina das fibras nervosas. (Nota: a bainha de mielina é uma estrutura 
membranosa em camadas que isola e protege os axônios neuronais no 
sistema nervoso.) 


Il. SÍNTESE DE FOSFOLIPÍDEOS 





A síntese de glicerofosfolipídeos envolve a transferência de ácido fosfatídico 
do citidina-difosfato (CDP)-diacilglicerol (DAG) para um álcool, ou a doação 
de um fosfomonoéster do álcool do CDP-álcool para o DAG (Fig. 17.5). Em 
ambos os casos, a estrutura ligada ao CDP é considerada um “intermediário 
ativado”, e o monofosfato de citidina (CMP, do inglês cytidine monophos- 
phate) é liberado como produto colateral. Portanto, um conceito-chave na 
síntese de glicerofosfolipídeos é a ativação ou do DAG ou do álcool a ser 
adicionado por ligação com o CDP. (Nota: isso é similar, em princípio, à 
ativação de açúcares por sua ligação ao difosfato de uridina [UDP,do in- 
glês uridine diphosphate]; ver pág. 126.) Os ácidos graxos esterificados aos 
grupos hidroxila do glicerol podem variar amplamente, contribuindo para a 
heterogeneidade deste grupo de compostos, com ácidos graxos saturados 
geralmente encontrados no carbono 1 e não saturados no carbono 2. A 
maioria dos fosfolipídeos é sintetizada no retículo endoplasmático liso (REL). 
Deste, são transferidos ao Golgi e então às membranas de organelas ou à 
membrana plasmática, ou são secretados da célula por exocitose. (Nota: a 
síntese de lipídeos de éter a partir de di-hidroxiacetona-fosfato começa nos 
peroxissomos.) 


A. Ácido fosfatídico (AF) 


O AF é o precursor de outros glicerofosfolipídeos. Os passos de sua sín- 
tese a partir do glicerol-3-fosfato e de duas moléculas de acil-coenzima 
A (CoA) estão ilustrados na Figura 16.14, na página 189, na qual o AF é 
mostrado como precursor do triacilglicerol (TAG). 





Basicamente, todas as células, com exceção dos eritrócitos maduros, 
sintetizam fosfolipídeos, enquanto a síntese de TAG ocorre basicamente 
apenas no fígado, no tecido adiposo, na glândula mamária em lactação 
e nas células da mucosa intestinal. 





B. Fosfatidilcolina (FC) e fosfatidiletanolamina (FE) 


A FC e a FE são os fosfolipídeos neutros mais abundantes na maioria 
das células de eucariotos. A principal rota de síntese usa colina ou eta- 
nolamina, obtidas tanto da dieta quanto do reaproveitamento dos fosfo- 
lipídeos. (Nota: no fígado, a fosfatidilcolina também pode ser sintetizada 
a partir da fosfatidilserina [FS] ou da FE; ver item 2, abaixo.) 


1. Síntese de FE e de FC a partir de colina e etanolamina preexis- 
tentes. Essas rotas de síntese envolvem a fosforilação da colina 
e da etanolamina por cinases, seguida pela conversão para a forma 
ativada, CDP-colina ou CDP-etanolamina. Por fim, a colina-fosfato 
ou a etanolamina-fosfato é transferida do nucleotídeo (liberando 
CMP) para uma molécula de DAG (ver Fig. 17.5). 


a. Importância da reutilização da colina. A reutilização de 
colina é importante porque, apesar de os humanos serem ca- 
pazes de sintetizar colina de novo, a quantidade produzida é 
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Figura 17.4 

Estrutura da esfingomielina, mostrando 
os componentes esfingosina (na caixa 
verde) e ceramida (na caixa tracejada). 
(P) = fosfato. 
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Figura 17.5 


A síntese de glicerofosfolipídeos 
requer a ativação de diacilglicerol ou 
de um álcool pela ligação a citidina- 
-difosfato (CDP). CMP e 

CTP = monofosfato de citidina e 
trifosfato de citidina; P, = fosfato 
inorgânico; PP, = pirofosfato. 

(AMA é uma cadeia hidrocarbonada 
de um ácido graxo.) 
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insuficiente para suas necessidades. Portanto, a colina é um 
nutriente essencial da dieta, sendo recomendada uma ingestão 
adequada (ver pág. 358) de 550 mg para homens e 425 mg 
para mulheres. (Nota: a colina também é substrato na síntese 
do neurotransmissor acetilcolina.) 


b. A fosfatidilcolina é um surfactante pulmonar. A via descrita 
acima é a principal rota de síntese de dipalmitoil-fosfatidilcolina 
(DPPC, ou dipalmitoil-lecitina). Na DPPC, as posições 1 e 2 do 
glicerol são ocupadas por palmitato, um ácido graxo de ca- 
deia longa. A DPPC, produzida e secretada por pneumócitos 
do tipo Il, é um importante componente lipídico do surfactante 
pulmonar, que é uma camada de fluido extracelular que reveste 
os alvéolos. O surfactante serve para reduzir a tensão superfi- 
cial dessa camada fluida, reduzindo a pressão necessária para 
inflar e, portanto, impedindo o colapso alveolar (atelectasia). 
(Nota: o surfactante é uma mistura complexa de lipídeos [90%] 
e de proteínas [10%], sendo a dipalmitoil-fosfatidilcolina o prin- 
cipal agente redutor da tensão superficial.) 





A maturidade pulmonar fetal pode ser avaliada determinando a relação 
DPPC/esfingomielina, geralmente descrita como L (para lecitina)/E, em 
líquido amniótico. A razão L/E igual ou maior que dois indica maturida- 
de, porque reflete a mudança da esfingomielina para síntese de DPPC 
que ocorre em pneumócitos por volta de 32 semanas de gestação. 











Figura 17.6 

A síntese de fosfatidilcolina a partir 
da fosfatidilserina no fígado. (Ahh 
é uma cadeia hidrocarbonada de um 
ácido graxo). (P) = fosfato; 

CO, = dióxido de carbono. 


c. Maturidade pulmonar. A síndrome da angústia respiratória 
(SAR) em recém-nascidos prematuros está associada à produ- 
ção e/ou secreção insuficientes de surfactante e é uma cau- 
sa importante de óbito neonatal nos países ocidentais. A ma- 
turação pulmonar pode ser acelerada pela administração de 
glicocorticoides à gestante logo antes do parto para induzir a 
expressão de genes específicos. É também utilizada administra- 
ção pós-natal de surfactante natural ou sintético (por instilação 
intratraqueal). (Nota: a SAR aguda, vista em todas as faixas etá- 
rias, é o resultado de danos alveolares (devido à infecção, lesão 
ou aspiração) que causam acúmulo de líquido nos alvéolos, im- 
pedindo a troca de oxigênio [0,] e dióxido de carbono [CO,].) 


2. Síntese de fosfatidilcolina (FC) a partir de fosfatidilserina 
(FS). O fígado requer um mecanismo para a produção de FC, mes- 
mo quando os níveis de colina livre são baixos, porque ele exporta 
uma quantidade significativa de FC na bile ou como componente 
das lipoproteínas plasmáticas. Para fornecer a FC necessária, FS 
é descarboxilada a fosfatidiletanolamina (FE) pela fosfatidilserina- 
-descarboxilase. A fosfatidiletanolamina sofre, então, três reações de 
metilação, produzindo FC, como ilustrado na Figura 17.6. A S-ade- 
nosilmetionina (SAM) é a doadora de grupos metila (ver pág. 264). 


Fosfatidilserina (FS) 


A síntese de FS nos tecidos de mamíferos envolve uma reação de troca 
das bases, na qual a etanolamina da fosfatidiletanolamina é trocada por 
serina livre (ver Fig. 17.6). Essa reação, embora reversível, é usada prin- 
cipalmente para produzir FS, necessária para a síntese de membranas. 
A FS tem carga resultante negativa. (Ver Capítulo 35 online para conferir 
o papel de FS na coagulação.) 
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D. Fosfatidilinositol (FI) Sítio de clivagem 
O fosfatidilinositol é sintetizado a partir de inositol livre e de CDP-DAG, pn. -0-CH, pslafosiolpassiG 
como mostrado na Figura 17.5. O FI é um fosfolipídeo incomum, que | 
contém frequentemente ácido esteárico no carbono 1 e ácido araquidô- 

nico no carbono 2 do glicerol. Portanto, o FI serve como um reservatório 
de ácido araquidônico nas membranas e, portanto, fornece o substra- 
to para a síntese de prostaglandina (ver pág. 213) quando necessário. 
Como FS, FI tem carga resultante negativa. (Nota: existe assimetria na 
composição de fosfolipídeos da membrana plasmática. FS e FI, por 
exemplo, são encontrados principalmente no folheto interno da mem- 
brana celular. A assimetria é alcançada por enzimas dependentes de 
ATP conhecidas como “flipases” e “flopases”.) 





1. O papel do FI na transmissão de sinais através da membra- 
na. A fosforilação do FI ligado à membrana produz polifosfoino- 
sitídeos tais como fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato ((PIP,]; Fig. 17.7). 
A clivagem de PIP, pela fosfolipase C ocorre em resposta à ligação Figura 17.7 
de vários neurotransmissores, hormônios e fatores de crescimento Estrutura do fosfatidilinositol-4,5- 





Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 








a receptores acoplados à proteína G (GPCR, do inglês G protein-  -bisfosfato (PIP,). A clivagem pela 
-coupled receptors), como o receptor adrenérgico «x, na membrana fosfolipase C produz inositol-1,4,5- 
plasmática, e a ativação da subunidade a da G, (Fig. 17.8). Os pro- -trisfosfato (IP.) e diacilglicerol. 
dutos dessa clivagem são o inositol-1,4,5-trisfosfato (IP.) e o diacil- (MMW é uma cadeia 


glicerol (DAG), que medeiam a mobilização do cálcio intracelularea  hidrocarbonada de um ácido graxo.) 
ativação da proteína-cinase C, que age sinergicamente para evocar (P = fosfato. 

respostas celulares específicas. Assim é efetuada a transdução de 

sinais através da membrana. 








O hormônio liga-se a A subunidade a da 
um receptor específico proteína Ga se 
acoplado à proteína G. dissocia e ativa a 
fosfolipase C. 
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a liberação de Ca?+ sequestrado INTRACELULARES 
via canais controlados por IPs. 
A proteina-cinase C catalisa 
RETÍCULO a fosforilação de proteínas 
ENDOPLASMÁTICO que medeiam a resposta 


celular ao hormônio. 

















Figura 17.8 
Papel do inositol-trisfosfato e do diacilglicerol na sinalização intracelular. GDP e GTP = difosfato de guanosina 
e trifosfato de guanosina; Ca” = cálcio. 
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Figura 17.9 

Exemplo de uma proteína ancorada 
a um glicosilfosfatidilinositol (GPI) na 
membrana. GleN = glicosamina; 

(P) = fosfato; PLC = fosfolipase C. 


2. O papel do FI no ancoramento de proteínas à membrana. Pro- 
teinas específicas podem estar covalentemente ligadas ao Fl de 
membrana por uma ponte de carboidrato (Fig. 17.9). Por exemplo, 
a lipase lipoproteica, uma enzima que degrada triacilglicerol em 
partículas de lipoproteínas (ver pág. 228), está unida a células do 
endotélio capilar por uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). 
(Nota: proteínas ligadas a GPI também são encontradas em uma va- 
riedade de protozoários, como tripanossomas e leishmania.) O fato 
de estarem associadas a um lipídeo de membrana (em vez de inte- 
grarem a membrana) permite às proteínas ancoradas ao GPI maior 
mobilidade lateral na superfície extracelular da membrana plasmá- 
tica. As proteínas podem ser clivadas de suas âncoras por ação 
da fosfolipase C (ver Fig. 17.9). (Nota: uma deficiência na síntese 
de GPI em células hematopoiéticas resulta na hemoglobinúria paro- 
xística noturna, uma doença hemolítica, uma vez que as proteínas 
ancoradas ao GPI protegem as células sanguíneas da lise mediada 
pelo complemento.) 


Fosfatidilglicerol e cardiolipina 


O fosfatidilglicerol está presente em quantidades relativamente grandes 
nas membranas mitocondriais e é precursor da cardiolipina (difosfatidil- 
glicerol). Ele é sintetizado a partir do CDP-DAG e do glicerol-3-fosfato. A 
cardiolipina (ver Fig. 17.2) é sintetizada pela transferência de DAG-3-fos- 
fato do CDP-DAG para uma molécula preexistente de fosfatidilglicerol. 


Esfingomielina 


A esfingomielina, um fosfolipídeo à base de esfingosina, é encontrada 
nas membranas celulares e na bainha de mielina. A síntese de esfin- 
gomielina é mostrada na Figura 17.10. Resumidamente, uma molécula 
de palmitoil-CoA condensa-se com a serina, liberando coenzima A e 
o grupo carboxila (como CO,) da serina. (Nota: essa reação, como as 
reações de descarboxilação envolvendo a sintese de FE a partir de FS 
e de reguladores a partir de aminoácidos [p. ex., a formação de cate- 
colaminas a partir de tirosina; ver pág. 286], requer piridoxal-fosfato, 
um derivado da vitamina B,, como coenzima.) O produto é reduzido 
à esfinganina (di-hidroesfingosina) numa reação que requer nicotina- 
mida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH). A esfinganina é acilada 
no grupo amino com um dentre uma variedade de ácidos graxos de 
cadeia longa e depois dessaturada para produzir uma ceramida, o pre- 
cursor imediato da esfingomielina (e outros esfingolipídeos, como des- 
crito na pág. 208). 





barreira de permeabilidade à água da pele. A diminuição dos níveis de 


As ceramidas desempenham um papel fundamental na manutenção da 
ceramida está associada a uma série de doenças da pele. 





A fosforilcolina da FC é transferida para a ceramida, produzindo esfin- 
gomielina e DAG. (Nota: a esfingomielina da bainha de mielina contém 
predominantemente ácidos graxos de cadeia mais longa, como o ácido 
lignocérico e o ácido nervônico, enquanto a esfingomielina da massa 
cinzenta encefálica contém principalmente ácido esteárico.) 


Bioquímica Ilustrada 207 








co, coa R 

















9 Aoa Ar Ha 
CHy(CH7),a-C-CoA + HaÑ-C-H aF CH;(CH3}zCH7CHz-C-G-CH,OH 
CHOH  NADPH+H* NADP* Otis o 
Palmitoil-CoA Serina ii ú 
T nina) a CHa(CHan-C-CoA 
Acil-CoA graxo 
FADH, CoA 
IV. DEGRADAÇÃO DOS FOSFOLIPIDEOS HH 
Ros 
A degradação de fosfoglicerídeos é executada por fosfolipases encontradas | FSH-SH-0=0-CH>0H p Esfingosina 
em todos os tecidos e no suco pancreático. (Nota: para discussão sobre a on Na 
digestão dos fosfolipídeos, ver pág. 175.) Várias toxinas e venenos têm ati- Ç=0 
vidade de fosfolipase, e várias bactérias patogênicas produzem fosfolipases 5 
que atacam as membranas celulares e permitem a propagação da infecção. CH, 
A esfingomielina é degradada pela esfingomielinase, uma fosfolipase lisosso- Ceramida 
mal (ver item B, abaixo). Fosfatidilcolina 
A. Fosfoglicerídeos Diacilglicerol 
As fosfolipases hidrolisam as ligações fosfodiéster dos fosfoglicerídeos, HH 5 
com enzimas específicas para cada sítio dessas ligações. As principais di n 
fosfolipases são mostradas na Figura 17.11. (Nota: a remoção dos áci- GRC o 3 
dos graxos das posições 1 ou 2 de um fosfoglicerídeo produz um liso- OHNH O 
fosfoglicerídeo, que é substrato para as lisofosfolipases.) As fosfolipa- G=0 
ses liberam moléculas que podem atuar como segundos mensageiros (Chan “=== 
(p. ex., DAG e IP.) ou como substratos para a síntese de mensageiros CH; Eoeforicosna 
(p. ex., o ácido araquidônico). As fosfolipases são responsáveis não ape- Esfingomielina 
nas pela degradação dos fosfolipídeos, mas também por seu “remode- 
lamento”. Por exemplo, as fosfolipases A, e A, removem ácidos graxos Figura 17.10 


específicos de fosfolipídeos da membrana, que podem ser substituídos 
por ácidos graxos diferentes por ação de acil-CoA-transferases. Esse 
mecanismo é utilizado como forma de criar um singular surfactante pul- 
monar, a DPPC (ver pág. 204), e de assegurar que o carbono 2 do FI (e 
às vezes da FC) esteja ligado ao ácido araquidônico. (Nota: a síndrome 
de Barth, um distúrbio raro ligado ao X caracterizado por cardiomiopatia, 


Síntese de esfingomielina. 

PLP = piridoxal-fosfato; 

NADP(H) = nicotinamida-adenina- 
dinucleotídeo fosfato; 

FAD(H,) = flavina-adenina- 
-dinucleotídeo; CoA = coenzima A. 














FOSFOLIPASE Az 

œ Afosfolipase A, está presente em muitos 
tecidos de mamíferos e no suco pancreático. 
Também está presente em venenos de cobras 
e de abelhas. 


FOSFOLIPASE A, 


e A fosfolipase A, está presente 
em muitos tecidos de mamíferos. 


* Secreções pancreáticas são especialmente 
ricas na proenzima da fosfolipase A, que é 
ativada por tripsina e requer sais biliares para 
sua atividade. 






se Az, agindo sobre o 

ositol, libera ácido araquidônico 
(o precursor dos eicosanoides). 

© Afosfolipase A, é inibida por glicocorticoides 
(p. ex., cortisol). 





















FOSFOLIPASE D 


e A fosfolipase D está envolvida 
na transdução de sinal, 
gerando ácido fosfatídico (AF) 
e colina a partir da 
fosfatidilcolina e diacilglicerol 
a partir do AF. 








FOSFOLIPASE C 


* Afosfolipase C é encontrada em 
lisossomos hepáticos e na a-toxina 
de clostridia e de outros bacilos. 


e Afosfolipase C associada à 
membrana é ativada pelo sistema 
PIP,, exercendo, assim, uma função 
na produção de segundos 
mensageiros. 








Figura 17.11 
Degradação de glicerofosfolipídeos por fosfolipases. PIP, = fosfatidilinositol-4,5-| 
X = um álcool. 


bisfosfato; R, e R, = ácidos graxos; 
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DOENÇA DE NIEMANN-PICK 


© Deficiência de esfingomielinase. 


* Aumento do fígado e do baço, 
com depósito de lipídeos. 


e Deficiência intelectual grave 
e neurodegeneração (tipo A). 

* Morte no início da infância 
(tipo A). 
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Figura 17.12 

Degradação da esfingomielina. 
(Nota: o tipo B é a forma não 
neuropática. Tem uma idade de 
início mais tardia e um tempo de 
sobrevivência mais longo do que o 
tipo A.) 


Células com 
y aparência 
===] 4 esponjosa contendo 
rs A esfingomielina. 





Figura 17.13 

O acúmulo de lipídeos em células do 
baço de um paciente com a doença 
de Niemann-Pick. 


fraqueza muscular e neutropenia, é o resultado de defeitos no remode- 
lamento da cardiolipina.) 


B. Esfingomielina 


A esfingomielina é degradada pela esfingomielinase, uma enzima lisos- 
somal que remove a fosforilcolina, liberando a ceramida. A ceramida é, 
por sua vez, clivada pela ceramidase em esfingosina e ácido graxo livre 
(Fig. 17.12). (Nota: a ceramida e a esfingosina liberadas regulam vias de 
transdução de sinal, em parte influenciando a atividade da proteina-cina- 
se Ce, assim, a fosforilação de seus substratos proteicos. Elas também 
promovem apoptose.) A doença de Niemann-Pick (tipos A e B) é uma 
doença autossômica recessiva causada pela incapacidade de degradar 
a esfingomielina devido a uma deficiência de esfingomielinase, um tipo 
de fosfolipase C. Na forma infantil grave (tipo A, que apresenta < 1% da 
atividade enzimática normal), o fígado e o baço são os principais locais 
de depósitos de lipídeos e, portanto, estão amplamente aumentados. 
Esses lipídeos consistem basicamente em esfingomielina que não pode 
ser degradada (Fig. 17.13). Bebês com essa doença de armazenamen- 
to lisossomal apresentam uma neurodegeneração rápida e progressiva, 
como resultado da deposição da esfingomielina no sistema nervoso 
central, e morrem nos primeiros anos de vida. Uma variante menos grave 
(tipo B, que apresenta até 10% da atividade normal da enzima), com 
uma idade de início mais tardia e um tempo de sobrevivência maior, cau- 
sa pouco ou nenhum dano ao tecido neural, mas os pulmões, o baço, o 
fígado e a medula óssea são afetados, resultando em uma forma crôni- 
ca da doença. Embora a doença de Niemann-Pick ocorra em todos os 
grupos étnicos, o tipo A ocorre com maior frequência na população de 
judeus Ashkenazi do que na população em geral. 


V. VISÃO GERAL DOS GLICOLIPÍDEOS 





Os glicolipídeos são moléculas que contêm carboidratos e lipídeos em sua 
composição. Assim como o fosfolipídeo esfingomielina, os glicolipídeos são 
derivados das ceramidas, em que um ácido graxo de cadeia longa está li- 
gado ao aminoálcool esfingosina. Portanto, eles são mais precisamente 
chamados de glicoesfingolipídeos. (Nota: as ceramidas, portanto, são pre- 
cursoras de esfingolipídeos fosforilados e glicosilados.) Assim como os fos- 
folipídeos, os glicoesfingolipídeos são componentes fundamentais de todas 
as membranas do corpo, mas são encontrados em maiores quantidades no 
tecido nervoso. Estão localizados no folheto externo da membrana plasmá- 
tica, onde podem interagir com o meio extracelular. Como tal, exercem pa- 
pel na regulação das interações celulares (p. ex., adesão e reconhecimento), 
crescimento e desenvolvimento. 





proteínas ancoradas em GPI para formar balsas lipídicas, microdo- 
mínios lateralmente móveis da membrana plasmática que funcionam 
para organizar e regular as funções de sinalização e tráfego nas mem- 


Os glicoesfingolipídeos de membrana associam-se ao colesterol e às 
branas. 





Os glicoesfingolipídeos são antigênicos e são a fonte de antígenos do gru- 
po sanguíneo ABO (ver pág. 165), vários antígenos embrionários específicos 
para estágios específicos de desenvolvimento fetal e alguns antígenos tumo- 
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rais. (Nota: a porção glicídica do glicolipídeo é o determinante antigênico.) 
Eles também servem como receptores na superfície celular para as toxinas 
colérica e tetânica, bem como para determinados vírus e micróbios. Doenças 
genéticas associadas a uma incapacidade para degradar adequadamente 
os glicoesfingolipídeos resultam no acúmulo lisossomal desses compostos. 
(Nota: as alterações na porção de carboidratos dos glicoesfingolipídeos [e 
glicoproteínas] são características das células transformadas [células com 
crescimento desregulado].) 


VI. ESTRUTURA DOS GLICOESFINGOLIPÍDEOS 





Os glicoesfingolipídeos diferem da esfingomielina porque não contêm fos- 
fato e porque a função de cabeça polar é exercida por um monossacarídeo 
ou por um oligossacarídeo diretamente ligado à ceramida por uma ligação 
O-glicosídica (Fig. 17.14). O número e o tipo de carboidratos determinam o 
tipo de glicoesfingolipídeo. 


A. Glicoesfingolipídeos neutros 


Os mais simples glicoesfingolipídeos neutros são os cerebrosídeos. Es- 
tes são ceramidas ligadas a monossacarídeos, contendo uma molécula 
de galactose (formando ceramida-galactose ou galactocerebrosídeo, 
o cerebrosídeo mais comum encontrado na mielina, como mostrado 
na Fig. 17.14) ou glicose (formando ceramida-glicose ou glicocerebro- 
sídeo, intermediário na síntese e degradação dos glicoesfingolipíde- 
os mais complexos). (Nota: os membros de um grupo de galacto- ou 
glicocerebrosídeos também podem diferir entre si pelo tipo de ácido 
graxo ligado à esfingosina.) Como o nome indica, os cerebrosídeos são 
encontrados principalmente nos sistemas nervoso central e periférico, 
com altas concentrações na bainha de mielina. Os oligossacarídeos 
de ceramida (ou globosídeos) são produzidos por ligação de monos- 
sacarídeos adicionais a um glicocerebrosídeo, como ceramida-gli- 
cose-galactose (também conhecida como lactosilceramida). Os mo- 
nossacarídeos adicionais podem incluir açúcares substituídos, como 
N-acetilgalactosamina. 


B. Glicoesfingolipídeos ácidos 


Os glicoesfingolipídeos ácidos são carregados negativamente em pH 
fisiológico. A carga negativa deve-se à presença de ácido N-acetilneu- 
ramínico ([NANA] ácido siálico; ver Fig. 17.15) nos gangliosídeos ou de 
grupos sulfato nos sulfatídeos. 


1. Gangliosídeos. São os glicoesfingolipídeos mais complexos, 
encontrados principalmente em células ganglionares do sistema 
nervoso, em especial nos terminais nervosos. São derivados de 
oligossacarídeos de ceramida e contêm uma ou mais moléculas de 
NANA (obtida de CMP-NANA). A nomenclatura para esses compos- 
tos é G (de gangliosídeo) seguido das letras M, D, T ou Q subscritas, 
indicando uma (mono), duas, três ou quatro moléculas de NANA no 
gangliosídeo, respectivamente. Números ou letras adicionais subs- 
critos indicam a sequência monomérica de carboidratos ligados à 
ceramida. (Ver estrutura do Gy, na Fig. 17.15.) Os gangliosídeos são 
de interesse para a área médica, pois várias doenças de armazena- 
mento lipídico envolvem acúmulo de glicoesfingolipídeos contendo 
NANA nas células (ver Fig. 17.20; pág. 212). 





Ligação O-glicosídica 














CH,0H 
Ho% O -CHp-0=C-0=0 AMMAM 
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O=CAMMM 
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(cabeça polar) (cauda hidrofóbica) 
Figura 17.14 


Estrutura de um glicoesfingolipídeo 
neutro, galactocerebrosídeo. 

(AMA é uma cadeia hidrocarbonada 
hidrofóbica.) 





CERAMIDA 





OH H 
Ácido N-acetilneuramínico (NANA) 











Figura 17.15 

Estrutura do gangliosídeo Gyz- 
(Ahhh é uma cadeia hidrocarbonada 
hidrofóbica.) 
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Estrutura do 3'-fosfoadenosina-5'- 
-fosfossulfato. 
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Figura 17.17 


Estrutura do galactocerebrosídeo- 
-3-sulfato. (Ahhh é uma cadeia 
hidrocarbonada hidrofóbica). 


2. Sulfatídeos. Estes sulfoglicoesfingolipídeos são galactocerebro- 
sídeos sulfatados que estão carregados negativamente no pH fi- 
siológico. Os sulfatídeos são encontrados predominantemente no 
encéfalo e nos rins. 


VII. SÍNTESE E DEGRADAÇÃO 
DOS GLICOESFINGOLIPÍDEOS 





A síntese dos glicoesfingolipídeos ocorre principalmente no Golgi, pela adi- 
ção sequencial de monômeros glicosila transferidos do nucleotídeo doador 
ligado ao carboidrato (UDP-açúcar) para a molécula aceptora. O mecanismo 
é similar ao utilizado na síntese de glicoproteinas (ver pág. 166). 


A. 


Enzimas envolvidas na síntese 


As enzimas envolvidas na síntese de glicoesfingolipídeos são glicosil- 
transferases que são específicas para o tipo e a localização da ligação 
glicosídica formada. (Nota: essas enzimas podem reconhecer como 
substratos tanto os glicoesfingolipídeos como as glicoproteinas.) 


Adição do grupo sulfato 


Um grupo sulfato do carreador de sulfato, o 3'-fosfoadenosina-5'-fos- 
fossulfato ([PAPS] Fig. 17.16), é adicionado por uma sulfotransferase ao 
grupo 3'-hidroxila da galactose em um galactocerebrosídeo, formando 
o sulfatídeo galactocerebrosídeo-3-sulfato (Fig. 17.17). (Nota: o PAPS 
é também um doador de sulfato na síntese de glicosaminoglicanos [ver 
pág. 162 ] e no catabolismo de hormônios esteroides [ver pág. 240].) Uma 
visão geral da síntese de esfingolipídeos é mostrada na Figura 17.18. 


Degradação de glicoesfingolipídeo 


Os glicoesfingolipídeos são internalizados por fagocitose, como descrito 
para os glicosaminoglicanos (ver pág. 163). Todas as enzimas requeridas 
para o processo de degradação estão presentes nos lisossomos, que se 
fundem com os fagossomos. As enzimas lisossomais clivam, hidrolítica 
e irreversivelmente, ligações específicas nos glicoesfingolipídeos. Como 
visto para os glicosaminoglicanos e para as glicoproteínas (ver pág. 170), 
a degradação é um processo sequencial, de acordo com a regra “últi- 
mo a entrar, primeiro a sair”, em que o último grupo adicionado durante 
a síntese é o primeiro a ser removido durante a degradação. Portanto, 
defeitos na degradação das cadeias polissacarídicas desses três glico- 
conjugados resultam em doenças lisossomais de armazenamento. 


Esfingolipidoses 


Em um indivíduo normal, a síntese e a degradação de glicoesfingoli- 
pídeos estão em equilíbrio, de modo que a quantidade desses com- 
postos presentes nas membranas é constante. Se uma determinada 
hidrolase ácida lisossomal necessária ao processo de degradação é 
perdida parcial ou totalmente, o esfingolipídeo, seu substrato, acumula 
nos lisossomos. As doenças de armazenamento lipídico lisossomais 
causadas por essas deficiências são denominadas esfingolipidoses. A 
deficiência de uma determinada hidrolase ácida tem efeito notável no 
tecido nervoso, onde a deterioração neurológica pode levar à morte 
prematura. A Figura 17.20 mostra as linhas gerais das rotas de degra- 
dação dos esfingolipídeos e a descrição de algumas esfingolipidoses. 
(Nota: algumas esfingolipidoses também podem resultar de defeitos 
nas proteínas ativadoras lisossômicas [p. ex., as saposinas], que facili- 
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Figura 17.18 
Visão geral da síntese de esfingolipídeos. UDP = difosfato de uridina; CMP = monofosfato de citidina; 
NANA = ácido N-acetilneuramínico; PAPS = 3'-fosfoadenosina-5'-fosfossulfato. 


tam o acesso das hidrolases a cadeias curtas de carboidratos à medida 
que a degradação prossegue.) 


1. Propriedades comuns. Uma enzima hidrolase lisossomal especí- 
fica está deficiente na forma clássica de cada uma dessas doenças. 
Portanto, em geral, apenas um único esfingolipídeo (o substrato 
para a enzima deficiente) acumula-se nos órgãos envolvidos em 
cada doença. (Nota: a taxa de biossíntese do lipídeo acumulado é 
normal.) As doenças são progressivas e, embora muitas sejam fatais 
na infância, uma enorme variedade fenotípica tem sido observada, 
levando à classificação de diferentes tipos clínicos, como tipos A e 
B para a doença de Niemann-Pick. A variabilidade genética é obser- 
vada também porque uma determinada doença pode ser causada 
por uma variedade de mutações em um único gene. As esfingo- 
lipidoses são doenças autossômicas recessivas, com exceção da 
doença de Fabry, que é ligada ao cromossomo X. A incidência de 
esfingolipidoses é baixa na maioria das populações, exceto para as 
doenças de Gaucher e de Tay-Sachs, as quais, como a doença de 
Niemann-Pick, apresentam alta incidência na população de judeus 
Ashkenazi. (Nota: a frequência de Tay-Sachs é alta também nas po- 
pulações de origem irlandesa na América, francesa no Canadá e 
Cajun na Luisiana.) 








2. Diagnóstico e tratamento. Uma determinada esfingolipidose O aspecto de “papel enrugado” 
pode ser diagnosticada por meio da medição da atividade enzimá- do citoplasma das células de 
tica específica em cultura de fibroblastos ou leucócitos periféricos, Gaucher caiisadopela 

ben 5 i P presença de lisossomos maiores 
ou por análise do DNA (ver Cap. 34). O exame histológico do teci- e alongados, cheios de 


do afetado também é útil. (Nota: corpos de inclusão em forma de glicocerebrosídeos. 
concha são observados na doença de Tay-Sachs, e um aspecto de ce 
papel amassado é observado no citosol na doença de Gaucher [Fig. 
17.19].) O diagnóstico pré-natal, usando cultura de amniócitos ou vi- 
losidades coriônicas, também está disponível. A doença de Gaucher 
— em que os macrófagos se tornam ingurgitados com glicocerebrosi- 
deos - e a doença de Fabry — em que os globosídeos se acumulam 
nos lisossomos das células do endotélio vascular do sistema nervo- 
so central, do coração, dos rins e da pele — têm sido tratadas utili- 
zando terapia de reposição com enzimas humanas recombinantes, 
mas o custo monetário é extremamente alto. A doença de Gaucher 
também é tratada por transplante da medula óssea (porque os ma- 
crófagos são derivados de células-tronco hematopoiéticas) e pela Figura 17.19 

terapia de redução de substrato, via redução farmacológica de glico- Células da medula óssea aspiradas de 
silceramida, o substrato da enzima deficiente. paciente com a doença de Gaucher. 
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Figura 17.20 
Degradação de esfingolipídeos, mostrando 


as enzimas lisossomais deficientes em doenças genéticas relacionadas, as 


esfingolipidoses. Todas elas são doenças autossômicas recessivas, exceto a doença de Fabry, que é ligada ao X, e todas 
podem ser fatais na infância. Cer = ceramida; Gal = galactose; Glc = glicose; GalNAc = N-acetilgalactosamina; 
NANA = ácido N-acetilneuramínico; SNC = sistema nervoso central. so” = sulfato. 
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VIII. EICOSANOIDES: PROSTAGLANDINAS, 


TROMBOXANOS E LEUCOTRIENOS 





As prostaglandinas (PG), os tromboxanos (TX) e os leucotrienos (LT) são co- 
letivamente conhecidos como eicosanoides devido à sua origem a partir de 
ácidos graxos poli-insaturados w-3 e w-6 com 20 carbonos (“eicosa” = 20). 
São compostos extremamente potentes, que provocam um amplo espectro 
de respostas fisiológicas (resposta inflamatória) e patológicas (hipersensibi- 
lidade). Eles asseguram a integridade gástrica e a função renal, regulam a 
contração do músculo liso (intestino e útero são sítios-chave) e o diâmetro 
dos vasos sanguíneos, além de manterem a homeostase plaquetária. Em- 
bora tenham sido comparados aos hormônios em termos de suas ações, 
os eicosanoides diferem dos hormônios endócrinos, na medida em que são 
produzidos em quantidades muito pequenas em quase todos os tecidos, em 
vez de em glândulas especializadas, e atuam localmente e não após o trans- 
porte no sangue para locais distantes. Os eicosanoides não são armazena- 
dos e têm uma meia-vida extremamente curta, sendo rapidamente metabo- 
lizados em compostos inativos. Suas ações biológicas são mediadas por 
receptores acoplados à proteína G da membrana plasmática (ver pág. 94), 
que são diferentes nos diversos sistemas de órgãos e geralmente resultam 
em mudanças na produção de AMPc. Exemplos de estruturas eicosanoides 
são mostrados na Figura 17.21. 


A. Síntese de prostaglandinas e tromboxanos 


Ácido araquidônico, um ácido graxo w-6 contendo 20 carbonos e qua- 
tro ligações duplas (um ácido graxo eicosatetraenoico), é o precursor 
imediato do tipo predominante de PG humanas (série 2 ou aquelas com 
duas ligações duplas, como mostrado na Fig. 17.22). Ele é produzido 
pelo alongamento e dessaturação do ácido graxo essencial linoleico, 
também um ácido graxo w-6. O ácido araquidônico é incorporado em 
fosfolipídeos de membrana (geralmente FI) no carbono 2, a partir do 
qual é liberado pela fosfolipase A, (Fig. 17.23) em resposta a uma varie- 
dade de sinais, como o aumento do cálcio. (Nota: a PG série 1 contém 
uma ligação dupla e é derivada de um ácido graxo w-6 eicosatrienoico, 
ácido di-nomo-Y-linolênico, enquanto as PG da série 3 contêm três li- 
gações duplas e são derivadas do ácido graxo w-3 eicosapentaenoico 
[EPA]. Ver pág. 363.) 


1. Prostaglandina H,-sintase. O primeiro passo na síntese de PG e 
TX é a ciclização oxidativa de ácido araquidônico livre para produzir 
PGH, pela ação da PGH,-sintase (ou prostaglandina-endoperóxido- 
-sintase). Esta enzima é uma proteína ligada à membrana do RE 
que tem duas atividades catalíticas: cicloxigenase de ácidos graxos 
(COX), que requer duas moléculas de O,, e peroxidase, que requer 
glutationa reduzida (ver pág. 148). PGH, é convertida em uma va- 
riedade de PG e TX, como mostrado na Figura 17.23, pelas sinta- 
ses específicas de cada célula. (Nota: PG contém um anel de cinco 
carbonos, enquanto TX contém um anel de oxano heterocíclico de 
seis membros [ver Fig. 17.21].) São conhecidas duas isozimas de 
PGH,-sintase, geralmente denominadas COX-1 e COX-2. A COX-1 
existe constitutivamente na maioria dos tecidos e é necessária para 
a manutenção de um tecido gástrico saudável, para a homeostase 
renal e para a agregação plaquetária. A COX-2 é induzível em um 
limitado número de tecidos em resposta a produtos da ativação de 
células inflamatórias e do sistema imunológico. (Nota: o aumento 
da síntese de PG, subsequente à indução de COX-2, medeia a dor, 
o calor, o rubor e o edema das inflamações e a resposta febril em 
infecções.) 
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Figura 17.21 
Exemplos de estruturas de 


eicosanoides. (Nota: prostaglandinas 
são denominadas pela sigla PG 
seguida por uma terceira letra 

[p. ex., E], que designa o tipo e o 
arranjo dos grupos funcionais na 
molécula. O número subscrito indica 
o número de ligações duplas na 
molécula. PGI, também é conhecida 
como prostaciclina. Tromboxanos são 
designados por TX e leucotrienos, 
por LT.) 
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Figura 17.22 


Oxidação e ciclização do ácido 
araquidônico pelas duas atividades 
catalíticas (cicloxigenase e 
peroxidase) da PGH,-sintase 
(prostaglandina-endoperóxido- 
-sintase). G-SH = glutationa reduzida; 
G-S-S-G = glutationa oxidada; 

PG = prostaglandina. 


2. Inibição da síntese. A síntese de PG e TX pode ser inibida por 
compostos não relacionados. Por exemplo, o cortisol (um agente 
antiinflamatório esteroidal) inibe a atividade da fosfolipase A, (ver 
Fig. 17.23) e, portanto, o ácido araquidônico, o substrato para sínte- 
se de PG e TX, não é liberado a partir de fosfolipídeos de membra- 
na. O ácido acetilsalicílico, a indometacina e a fenilbutazona (fárma- 
cos anti-inflamatórios não esteroides [AINE]) inibem a atividade de 
ambas, COX-1 e COX-2, e, portanto, impedem a síntese de PGH,. 
(Nota: a inibição sistêmica de COX-1, causando, posteriormente, 
dano ao estômago e aos rins, bem como redução na coagulação 
sanguínea, é a base da toxicidade do ácido acetilsalicílico.) O áci- 
do acetilsalicílico (mas não outros AINEs) também induz a síntese 
de lipoxinas (mediadores anti-inflamatórios sintetizados a partir de 
ácido araquidônico) e resolvinas e protectinas (mediadores de re- 
solução da inflamação sintetizados a partir de EPA). Os inibidores 
específicos para COX-2 (p. ex., celecoxibe) foram projetados para 
reduzir os processos inflamatórios patológicos mediados pela COX- 
2, mantendo as funções fisiológicas da COX-1. No entanto, seu uso 
tem sido associado ao aumento do risco de ataques cardíacos, pro- 
vavelmente como resultado da menor síntese de PGI, (ver item B, 
abaixo), e alguns foram retirados do mercado. 


Tromboxanos e prostaglandinas na homeostase plaquetária 


O tromboxano A, (TXA,) é produzido pela COX-1 em plaquetas ativadas. 
Promove a adesão e agregação plaquetárias e contração do músculo 
liso vascular, promovendo a formação de coágulos sanguíneos (trom- 
bos). (Ver Cap. 35 online.) A prostaciclina (PGI,), produzida pela COX-2 
nas células do endotélio vascular, inibe a agregação plaquetária e esti- 
mula a vasodilatação, impedindo, assim, a trombogênese. Esses efeitos 
opostos de TXA, e PGI, restringem a formação de trombos a sítios de 
dano vascular. (Nota: o ácido acetilsalicílico tem um efeito antitrombo- 
gênico. Ele inibe a síntese de TXA, por COX-1 em plaquetas e a sintese 
de PGI, por COX-2 em células endoteliais por acetilação irreversível des- 
sas isoenzimas [Fig. 17.24]. A inibição da COX-1 não pode ser superada 
nas plaquetas, que são anucleadas. No entanto, a inibição da COX-2 
pode ser superada nas células endoteliais, porque elas têm um núcleo e, 
portanto, podem gerar mais enzima. Essa diferença é a base da terapia 
com baixa dose de ácido acetilsalicílico para reduzir o risco de isquemia 
cerebral e cardíaca por decrescer a formação de trombos.) 


Síntese de leucotrienos 


O ácido araquidônico é convertido em uma variedade de hidroperoxiá- 
cidos lineares (-OOH) por meio de uma rota separada, envolvendo uma 
família de lipoxigenases (LOX). Por exemplo, a 5-LOX, que converte o 
ácido araquidônico em ácido 5-hidroperoxi-6,8,11,14-eicosatetraenoi- 
co ([5-HPETE]; ver Fig. 17.23). O 5-HPETE é convertido em uma série 
de LT contendo quatro ligações duplas, em que a natureza do produto 
final varia de acordo com o tecido onde são produzidos. Os LTs são 
mediadores de respostas alérgica e inflamatória. Inibidores da 5-LOX 
e antagonistas de receptores para LT são usados no tratamento da 
asma. (Nota: a síntese de LT é inibida pelo cortisol e não pelos AINE. 
A doença respiratória exacerbada com ácido acetilsalicílico é uma res- 
posta à superprodução de LT com uso de AINE em aproximadamente 
10% de indivíduos com asma.) 
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PGE, (prostaglandina E,) 


e Produzida pela maioria dos tecidos. 
è Vasodilatação. 

© Protege a mucosa gástrica. 

© Regula a função renal. 

è Potencializa a sensação de dor. 

© Estimulação de contrações uterinas. 
* Necessário para a resposta febril. 
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PGF,, (prostaglandina F,,) 


© Produzida pela maioria dos tecidos. 
e Vasoconstrição e broncoconstrição. 
* Contração do músculo liso. 

º Estimulação de contrações uterinas. 




















Figura 17.23 

Uma visão geral da biossíntese e da função de algumas prostaglandinas (PG), alguns leucotrienos (LT) e tromboxanos 
(TX) importantes, derivados do ácido araquidônico. (Nota: o ácido araquidônico presente no fosfolipídeo da membrana 
é derivado do ácido graxo essencial w-6, linoleico, também um ácido graxo w-6.) FI = fosfatidilinositol; Glu = glutamato; 
Cys = cisteína; Gly = glicina. 
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Figura 17.24 

Acetilação irreversível de 
cicloxigenase (COX)-1 e COX-2 
por ácido acetilsalicílico. 


à 
IX. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os fosfolipídeos são compostos polares e iônicos constituídos por um álcool 
(p. ex., colina ou etanolamina), unido por uma ligação fosfodiéster ao diacil- 
glicerol (DAG), produzindo fosfatidilcolina ou fosfatidiletanolamina, ou à es- 
fingosina, um aminoálcool (Fig. 17.25). A adição de um ácido graxo de cadeia 
longa à esfingosina produz uma ceramida. A adição de fosforilcolina produz 
o fosfolipídeo esfingomielina. Os fosfolipídeos são os lipídeos predominantes 
nas membranas celulares. Os fosfolipídeos não ligados às membranas servem 
como componentes do surfactante pulmonar e da bile. O dipalmitoil-fosfa- 
tidilcolina, também chamado de dipalmitoil-lecitina, é o principal componen- 
te lipídico do surfactante pulmonar. A produção insuficiente de surfactante 
pulmonar causa a síndrome da angústia respiratória. O fosfatidilinositol (FI) 
serve como reservatório de ácido araquidônico nas membranas. A fosforila- 
ção de FI na membrana leva à formação de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 
(PIP,). Esse composto é hidrolisado pela fosfolipase C em resposta à ativação 
de uma variedade de receptores de membrana acoplados à proteína G por 
neurotransmissores, hormônios e fatores de crescimento. Os produtos dessa 
degradação são o inositol-1,4,5-trisfosfato (IP.) e o DAG, que medeiam a mo- 
bilização do cálcio intracelular e a ativação da proteina-cinase C, que agem 
sinergicamente para evocar respostas celulares específicas. Proteínas especí- 
ficas podem ser ligadas covalentemente a moléculas de fosfatidilinositol com- 
ponentes da membrana via uma ponte de carboidrato, formando uma âncora 
de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Uma deficiência na síntese de GPI em células 
hematopoiéticas resulta em uma anemia hemolítica, denominada hemoglobi- 
núria paroxística noturna. A degradação de fosfoglicerídeos é executada por 
fosfolipases encontradas em todos os tecidos e no suco pancreático. A esfin- 
gomielina é degradada a uma ceramida mais a fosforilcolina pela enzima lisos- 
somal esfingomielinase, cuja deficiência causa a doença de Niemann-Pick 
(A e B). Os glicoesfingolipídeos são derivados de ceramidas, nas quais os 
carboidratos foram adicionados. A adição de uma molécula de açúcar à cera- 
mida produz um cerebrosídeo, de um oligossacarídeo produz um globosídeo, 
e a adição de uma molécula de ácido N-acetilneuramínico ao oligossacarídeo 
produz um gangliosídeo. Os glicolipídeos são encontrados predominantemen- 
te nas membranas celulares dos tecidos nervoso central e periférico, sen- 
do abundantes na bainha de mielina. Eles são antigênicos. Os glicolipídeos 
são degradados nos lisossomos por hidrolases ácidas. A deficiência de uma 
dessas enzimas produz uma esfingolipidose, caracterizada pelo acúmulo de 
determinado tipo de esfingolipídeo. As prostaglandinas (PG), os tromboxanos 
(TX) e os leucotrienos (LT), os eicosanoides, são produzidos em quantidades 
muito pequenas por quase todos os tecidos, atuam localmente e têm meia-vida 
extremamente curta. Eles medeiam as respostas inflamatórias. O ácido ara- 
quidônico é o precursor imediato da classe predominante de PG em humanos 
(aquelas com duas ligações duplas). É derivado pelo alongamento e dessatura- 
ção do ácido graxo essencial, ácido linoleico, e é armazenado na membrana 
como um componente de um fosfolipídeo, geralmente FI. O ácido araquidônico 
é liberado de um fosfolipídeo por ação da fosfolipase A, (inibida pelo cortisol). 
A síntese de PG e TX começa com a ciclização oxidativa do ácido araquidônico 
livre, resultando em PGH,, pela enzima PGH,-sintase (ou prostaglandina-en- 
doperóxido-sintase), uma proteína da membrana do retículo endoplasmático 
que tem duas atividades catalíticas: ácido graxo cicloxigenase (COX) e pero- 
xidase. Há duas isoenzimas da PGH,-sintase: COX-1 (constitutiva) e COX-2 
(indutível). O ácido acetilsalicílico inibe irreversivelmente ambas. Os efeitos 
opostos da PGI, e do TXA, limitam a formação de coágulos. LTs são moléculas 
lineares produzidas a partir de ácido araquidônico pela via da 5-lipoxigenase 
(5-LOX). Eles medeiam a resposta alérgica. A síntese de LT é inibida pelo corti- 
sol e não pelo ácido acetilsalicílico. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


17.1 


17.2 


17.3 


17.4 


A doença respiratória induzida por ácido acetilsalicílico 
é uma reação grave aos agentes anti-inflamatórios não 
esteroides (AINEs), caracterizada por broncoconstrição, 
que ocorre de 30 minutos até várias horas após a inges- 
tão. Qual das seguintes afirmações melhor explica os 
sintomas encontrados em pacientes com doença respi- 
ratória induzida por ácido acetilsalicílico? Os AINEs: 

A. Inibem a atividade da proteína reguladora da condu- 
tância transmembrana da fibrose cística, resultando 
em muco espesso que bloqueia as vias aéreas. 

B. Inibem a cicloxigenase, mas não a lipoxigenase, re- 
sultando no uso de ácido araquidônico para a sinte- 
se de leucotrienos. 

C. Ativam a atividade da cicloxigenase da prostaglandi- 
na H,-sintase, resultando em síntese aumentada de 
prostaglandinas que promovem a vasodilatação. 

D. Ativam as fosfolipases, resultando em quantidades 
diminuídas de dipalmitoil-fosfatidilcolina e colapso 
alveolar (atelectasias). 


Um neonato, nascido durante a 28º semana de gestação, 
apresentou evidências de dificuldade respiratória. Os re- 
sultado clínico e laboratoriais de imagem confirmaram o 
diagnóstico de sindrome da angústia respiratória (SAR) 
do recém-nascido. Qual das seguintes afirmativas acerca 
dessa síndrome é verdadeira? 


A. Ela não está relacionada ao nascimento prematuro. 

B. Ela é consequência do baixo número de pneumóci- 
tos tipo Il. 

C. A razão L/E (lecitina/esfingomielina) no líquido amni- 
Ótico é provavelmente alta (> 2). 

D. A concentração de dipalmitoil-fosfatidilcolina no lí- 
quido amniótico deve ser menor do que para o re- 
cém-nascido a termo. 

E. É um distúrbio facilmente tratável, com baixa morta- 
lidade. 

F. É tratada pela administração de surfactante à mãe 
logo antes do parto. 


Um garoto de 10 anos de idade foi avaliado por sensa- 
ções de queimação em seus pés e aglomerados de pe- 
quenas manchas vermelho-púrpura em sua pele. Testes 
laboratoriais revelaram presença de proteína na urina. A 
análise enzimática revelou uma deficiência de a-galacto- 
sidase, e a terapia de reposição enzimática foi recomen- 
dada. O diagnóstico mais provável é: 


A. Doença de Fabry. 

B. Doença de Farber. 

C. Doença de Gaucher. 

D. Doença de Krabbe. 

E. Doença de Niemann-Pick. 


O conselho médico atual para indivíduos com dor no 
peito é chamar serviços médicos de emergência e tomar 
comprimidos mastigáveis de ácido acetilsalicílico não re- 
vestida. Qual é a base para recomendar o ácido acetilsa- 
licílico? 


Resposta correta = B. Os AINEs inibem a COX, mas não a lipoxige- 
nase, portanto o ácido araquidônico disponível é usado para a sín- 
tese de leucotrienos, que são broncoconstritores. Os AINEs não têm 
efeito sobre a proteína reguladora da condutância transmembrana 
da fibrose cística, cujo defeito causa fibrose cística. Os esteroides, 
mas não os AINEs, inibem a fosfolipase A,. A cicloxigenase é inibi- 
da, não ativada, por AINEs. Os AINEs não apresentam efeito sobre 
fosfolipases. 


Resposta correta = D. A dipalmitoil-fosfatidilcolina ([DPPC] ou dipal- 
mitoil-lecitina) é o principal componente do surfactante pulmonar 
encontrado nos pulmões maduros de recém-nascidos saudáveis. A 
sindrome de angústia respiratória (SAR) pode ocorrer em pulmões 
que produzem pouco desse composto. Se a proporção de lecitina/ 
esfingomielina (L/E) no líquido amniótico for > 2, os pulmões de um 
recém-nascido são considerados suficientemente maduros (os pul- 
mões prematuros em geral têm uma proporção < 2). A SAR não se- 
ria consequência do baixo número de pneumócitos tipo Il, os quais 
estariam apenas secretando esfingomielina em vez de DPPC em 28 
semanas de gestação. A mãe recebe um glicocorticoide, não ten- 
sioativo, antes do parto (no período pré-natal). O surfactante seria 
administrado ao bebê no período pós-natal para reduzir a tensão 
superficial. 


Resposta correta = A. A doença de Fabry, uma deficiência de 
at-galactosidase, é a única esfingolipidose ligada ao X. Caracteriza- 
-se por dor nas extremidades, erupção cutânea vermelho-púrpura 
(angioqueratomas generalizados) e complicações cardíacas e renais. 
A proteína na urina indica danos nos rins. A terapia de reposição 
enzimática está disponível. 


O ácido acetilsalicílico tem um efeito antitrombogênico. Previne a 
formação de coágulos sanguíneos que possam obstruir vasos car- 
díacos. O ácido acetilsalicílico inibe a síntese de tromboxano A, pela 
cicloxigenase-1 nas plaquetas por meio de acetilação irreversível, 
inibindo a ativação plaquetária e a vasoconstrição. Mastigar ácido 
acetilsalicílico não revestido aumenta sua taxa de absorção. 





Metabolismo 
do colesterol, 
das lipoproteínas 
e dos esteroides 


Il. VISÃO GERAL 





O colesterol é o esteroide característico dos tecidos animais e desempenha 
várias funções essenciais no organismo. Por exemplo, o colesterol é compo- 
nente estrutural de todas as membranas celulares, modulando sua fluidez, e, 
em tecidos especializados, o colesterol é o precursor dos ácidos biliares, dos 
hormônios esteroides e da vitamina D. Portanto, é muito importante que as 
células tenham um suprimento apropriado de colesterol. Para manter esse su- 
primento, existem complexos sistemas de transporte, de biossíntese e meca- 
nismos de regulação. O fígado tem papel central na regulação da homeostase 
do colesterol. Por exemplo, o conjunto hepático de moléculas de colesterol é 
formado a partir de várias fontes, que incluem a dieta, a síntese de novo pelos 
tecidos extra-hepáticos e a síntese local. O colesterol é eliminado do fígado 
pela bile no lúmen intestinal sem sofrer modificações ou é convertido em sais 
biliares. Ele também pode servir como um componente das lipoproteínas plas- 
máticas que transportam lipídeos para os tecidos periféricos. Em humanos, 
o equilíbrio entre o influxo e o efluxo de colesterol não é perfeito, resultando 
em deposição gradual de colesterol nos tecidos, particularmente no endotélio 
vascular. A deposição de lipídeos pode levar à formação de placas, causando 
o estreitamento dos vasos (aterosclerose), resultando em um fator potencial 
de risco à saúde, aumentando a incidência de doenças cardiovasculares, ce- 
rebrovasculares e vasculares periféricas. A Figura 18.1 resume as principais 
fontes do colesterol hepático e as vias pelas quais o colesterol deixa o fígado. 


ll. ESTRUTURA DO COLESTEROL 





O colesterol é um composto muito hidrofóbico. Sua estrutura consiste em 
quatro anéis hidrocarbonados fundidos (A-D), chamados de núcleo esteroi- 
de. Ligada ao carbono 17 do anel D, existe uma cadeia hidrocarbonada rami- 
ficada de oito átomos de carbono. O anel A tem uma hidroxila no carbono 3 e 
o anel B tem uma dupla-ligação entre os carbonos 5 e 6 (Fig. 18.2). 


A. Esteróis 


Os esteroides com 8 a 10 átomos de carbono na cadeia lateral ligada ao 
carbono 17 e um grupo hidroxila no carbono 3 são classificados como 
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Figura 18.1 

Fontes do colesterol hepático (influxo) 
e rotas pelas quais o colesterol deixa 
o fígado (efluxo). 
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Figura 18.2 
Estrutura do colesterol e de um éster 
de colesterol. 
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Figura 18.3 
Síntese de HMG-CoA. 
CoA = coenzima A. 


esteróis. O colesterol é o principal esterol dos tecidos animais. Ele se 
origina da síntese de novo e da absorção do colesterol proveniente da 
dieta. A absorção intestinal de colesterol é mediada pela proteína 1 se- 
melhante à Niemann-Pick C1, o alvo do medicamento ezetimiba, que 
reduz a absorção de colesterol na dieta (ver pág. 176). (Nota: os esteróis 
vegetais [fitoesteróis], como o ß-sitosterol, são mal absorvidos pelos se- 
res humanos [5% absorvidos em comparação com 40% para o coles- 
terol]. Depois de absorvidos pelos enterócitos, eles são transportados 
ativamente de volta para o lúmen intestinal. Os defeitos no transportador 
de efluxo [ABCG5/8] resultam na condição rara da sitosterolemia. Como 
um pouco de colesterol é também transportado de volta, os esteróis das 
plantas reduzem a absorção de colesterol na dieta. A ingestão diária de 
ésteres de esteróis vegetais fornecidos, por exemplo, em margarinas, é 
uma das várias estratégias dietéticas para reduzir os níveis de colesterol 
no plasma [ver pág. 363].) 


B. Ésteres de colesterol 


A maioria do colesterol plasmático está em uma forma esterificada (com 
um ácido graxo ligado ao carbono 3, como mostrado na Fig. 18.2), o que 
torna a estrutura ainda mais hidrofóbica do que o colesterol livre (não 
esterificado). Os ésteres de colesterol não são encontrados nas mem- 
branas celulares, existindo apenas em pequenas quantidades na maioria 
das células. Devido a sua hidrofobicidade, o colesterol e seus ésteres 
devem ser transportados associados a proteínas, como componentes 
de partículas lipoproteicas (ver pág. 227), ou devem ser solubilizados por 
fosfolipídeos e sais biliares na bile (ver pág. 226). 


Ill. SÍNTESE DE COLESTEROL 





O colesterol é sintetizado por praticamente todos os tecidos humanos, em- 
bora fígado, intestino, córtex da suprarrenal e os tecidos reprodutivos, in- 
cluindo ovários, testículos e placenta, sejam os maiores contribuintes para a 
síntese endógena do colesterol presente no organismo. Tal como acontece 
com os ácidos graxos, todos os átomos de carbono no colesterol são propor- 
cionados pela acetil-coenzima A (CoA), e nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
fosfato (NADPH) proporciona os equivalentes de redução. A via é endergôni- 
ca, sendo conduzida por hidrólise da ligação de tioéster de alta energia da 
acetil-CoA e a ligação de fosfato terminal do ATP. A síntese requer enzimas no 
citosol, a membrana do retículo endoplasmático liso (REL) e o peroxissomo. 
A via é sensível às mudanças na concentração de colesterol, e mecanismos 
regulatórios existem para equilibrar a taxa de síntese de colesterol contra sua 
taxa de excreção. Um desequilíbrio nessa regulação pode elevar os níveis 
circulantes de colesterol, aumentando o risco de doença vascular. 


A. Síntese de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 


As duas primeiras reações na via biossintética do colesterol são se- 
melhantes às da via que produz corpos cetônicos (ver Figura 16.22, 
pág. 196). Elas resultam na produção de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 
([HMG-COA] Fig. 18.3). Inicialmente, duas moléculas de acetil-CoA se 
condensam para formar acetoacetil-CoA. A seguir, uma terceira molécu- 
la de acetil-CoA é adicionada pela HMG-CoA-sintase, produzindo HMG- 
-CoA, um composto de seis carbonos. (Nota: as células do parênquima 
hepático possuem duas isoformas de HMIG-CoA-sintase. A enzima cito- 
sólica participa da síntese de colesterol, enquanto a enzima mitocondrial 
é responsável pela síntese de corpos cetônicos.) 
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B. Síntese de mevalonato 


HMG-CoA é reduzida a mevalonato pela HMG-CoA-redutase. Esse é o 
passo limitante e regulado da síntese de colesterol. Essa reação ocorre 
no citosol, usando duas moléculas de NADPH como agente redutor, li- 
berando CoA, o que torna a reação irreversível (Fig. 18.4). (Nota: HMG- 
-CoA-redutase é uma proteína integral da membrana do REL, com o seu 
domínio catalítico projetando-se no citosol. A regulação da atividade da 
redutase é discutida no item D, abaixo.) 


Síntese de colesterol a partir do mevalonato 


As reações e as enzimas envolvidas na síntese do colesterol a partir de 
mevalonato estão ilustradas na Figura 18.5. (Nota: os números mostra- 
dos entre colchetes, no texto abaixo, correspondem à numeração das 
reações nessa figura.) 


[1] O mevalonato é convertido em 5-pirofosfomevalonato. A reação 
acorre em duas etapas, ambas com transferência de um grupo fos- 
fato doado pelo ATP. 


[2] Uma unidade isoprênica de cinco carbonos, isopentenil-pirofosfato 
(IPP), é formada pela descarboxilação do 5-pirofosfomevalonato. A 
reação requer ATP. (Nota: o IPP é o precursor dos isoprenoides, uma 
família de moléculas com diversas funções. O colesterol é um iso- 
prenoide esterol. Existem isoprenoides que não são esteróis, como 
o dolicol [ver pág 167] e a ubiquinona [ou coenzima Q; ver pág. 75].) 


[3] O IPP é isomerizado a 3,3-dimetilalil-pirofosfato (DPP). 


[4] IPP e DPP condensam-se para formar o composto de dez carbonos 
geranil-pirofosfato (GPP). 


[5] Uma segunda molécula de IPP condensa-se com o GPP para for- 
mar farnesil-pirofosfato (FPP), com 15 carbonos. (Nota: a ligação 
covalente de farnesil a proteínas, um processo conhecido como 
prenilação, é um mecanismo para ancorar proteínas [p. ex., ras] na 
face interna das membranas plasmáticas.) 


[6] Duas moléculas de FPP condensam-se e sofrem redução, com 
liberação de pirofosfato, gerando o composto de 30 carbonos 
chamado de esqualeno. (Nota: o esqualeno é formado por seis 
unidades isoprênicas. Como três moléculas de ATP são hidrolisa- 
das por resíduo de ácido mevalônico convertido em IPP, um to- 
tal de 18 ATPs são necessários para sintetizar o poli-isoprenoide 
esqualeno.) 


[7] O esqualeno é convertido no esterol lanosterol em uma sequência 
de reações catalisadas por enzimas associadas ao REL, que usam 
oxigênio molecular (O,) e NADPH. A hidroxilação da estrutura linear 
do esqualeno desencadeia sua ciclização, formando lanosterol. 


[8] A conversão de lanosterol em colesterol é um processo de múlti- 
plos passos, envolvendo encurtamento da cadeia lateral, remoção 
oxidativa de grupos metila, redução de ligações duplas e migração 
de uma ligação dupla. A síndrome de Smith-Lem!li-Opitz (SLOS), 
um distúrbio autossômico recessivo da biossíntese de colesterol, 
é causada por uma deficiência parcial na 7-desidrocolesterol-7-re- 
dutase, a enzima que reduz a dupla-ligação no 7-desidrocolesterol 
(7-DHC), convertendo-o para o colesterol. A SLOS é uma das di- 
versas síndromes de malformações embrionárias multissistêmicas 
associadas com defeitos na síntese do colesterol. (Nota: 7-DHC é 
convertida em vitamina D, na pele [ver pág. 390].) 
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Figura 18.4 

Síntese do mevalonato. 

HMG-CoA = hidroximetilglutaril- 
-coenzima A; NADP(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato. 
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A fosforilação do mevalonato e a presença do pirofosfato nas estruturas 
subsequentes ajudam a manter em solução esses compostos insolúveis em água. 
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Síntese de colesterol a partir de mevalonato. ADP = difosfato de adenosina; ® = fosfato; ®-® = pirofosfato; 
NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato. 


D. Regulação da síntese de colesterol 


A HMG-CoA-redutase é o principal ponto de controle para a biossintese 
de colesterol e está sujeita a diferentes tipos de controle metabólico. 


1. Regulação da expressão gênica por esteróis. A expressão do 
gene da HMG-CoA-redutase é controlada pelo fator de transcrição 
PLERE-2 (proteína ligadora do elemento de resposta a esteróis 2), 
que se liga ao DNA no elemento cis de resposta a esteróis (ERE) a 
montante do gene da redutase. A PLERE-2 inativa é uma proteína 
integral da membrana do REL e está associada a uma segunda 
proteína nesta membrana, a PAC (proteína ativadora da clivagem 
do PLERE). Quando os níveis de esterol no REL estão baixos, o 
complexo PLERE-2-PAC se move do REL para o Golgi. Neste, a 
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PLERE-2 é clivada sequencialmente por duas proteases, gerando 
um fragmento solúvel que entra no núcleo, onde vai atuar como um 
fator de transcrição, ligando-se ao ERE. O resultado é o aumento 
da síntese da HMG-CoA-redutase e, consequentemente, da síntese 
do colesterol (Fig. 18.6). No entanto, quando os níveis de esteróis 
são altos, eles se ligam a um domínio sensível a esteróis da PAC 
e induzem sua ligação a outras proteínas na membrana do RE, as 
proteínas de gene induzido por insulina (INSIG, do inglês insulin- 
-induced gene). Isso resulta na retenção do complexo PAC-PLERE 
no REL, impedindo a ativação do PLERE-2 e levando à redução da 
síntese de colesterol. (Nota: PLERE-1c aumenta a expressão de en- 
zimas envolvidas na síntese de ácidos graxos em resposta à insulina 
[ver pág. 184].) 


2. Aceleração da degradação enzimática dependente de este- 
rol. A própria HMG-CoA-redutase é uma proteína integral da 
membrana do REL sensível a esteróis. Quando os níveis de esteróis 
no REL estão altos, a redutase se liga a proteínas INSIG. Essa liga- 
ção leva à transferência citosólica, à ubiquitinização e à degradação 
proteossomal da redutase (ver pág. 247). 


3. Fosforilação/desfosforilação independente de esteróis. A 
atividade da HMIG-CoA-redutase é controlada por modificações 
covalentes produzidas pela ação da proteina-cinase ativada por 
monofosfato de adenosina (AMP) ([AMPK] ver pág. 183) e por uma 
fosfoproteina-fosfatase (ver Fig 18.6). A forma fosforilada da enzima 
é inativa, enquanto a desfosforilada é ativa. (Nota: como a AMPK é 
ativada pelo AMP, a síntese de colesterol, como a síntese de ácidos 
graxos, está diminuída quando a disponibilidade de ATP diminui.) 


4. Regulação hormonal. A atividade da HMG-CoA-redutase é con- 
trolada hormonalmente. Um aumento da insulina favorece a desfos- 
forilação (ativação) da redutase, enquanto o aumento do glucagon e 
da adrenalina tem o efeito oposto. 
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Figura 18.6 

Regulação da hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase. ERE = elemento de resposta a esteróis; 

PLERE = proteína ligadora ao ERE; PAC = proteína ativadora da clivagem de PLERE; AMPK = proteina-cinase ativada por 
monofosfato de adenosina; ADP = difosfato de adenosina; ® = fosfato; INSIG = proteínas de gene induzido por insulina. 
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Parte da molécula das estatinas 
(em azul) assemelha-se claramente 
à HMG-CoA. No entanto, a maior 
parte do grupo hidrofóbico dos 
inibidores difere da porção CoA 
dos substratos. 





oH 
is 
coo” 
HMG 
coo” 
oH 
g 
HC⁄ CH. cH- e 
CH3 CH3 
HO 
Pravastatina 











Figura 18.7 

A semelhança estrutural do ácido 
hidroximetilglutárico (HMG) e da 
pravastatina, um fármaco da família 
das estatinas, clinicamente útil para 
reduzir os níveis de colesterol. 

CoA = coenzima A. 
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Figura 18.8 
Ácidos biliares. (Nota: as formas 
ionizadas são sais biliares.) 


5. Inibição por fármacos. As estatinas (atorvastatina, fluvastatina, 
lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina) são análogos 
estruturais do HMG-CoA e são (ou são metabolizados a) inibidores 
competitivos e reversíveis da HMIG-CoA-redutase (Fig. 18.7). Esses 
fármacos são usados para diminuir os níveis plasmáticos de coles- 
terol em pacientes com hipercolesterolemia. 


IV. DEGRADAÇÃO DO COLESTEROL 





Os seres humanos não podem metabolizar a estrutura de anéis de coles- 
terol em dióxido de carbono e água. Em vez disso, o núcleo intacto de 
esteroides é eliminado do corpo por conversão em ácidos biliares e sais 
biliares, uma pequena porcentagem dos quais é excretada nas fezes, e pela 
secreção de colesterol na bile, que o transporta para o intestino para a eli- 
minação. (Nota: no intestino, parte do colesterol é modificada por bactérias 
antes da excreção. Os principais compostos formados são os isômeros 
coprostanol e colestanol, derivados reduzidos do colesterol. Junto com o 
colesterol, esses compostos representam a maior parte dos esteróis fecais 
neutros.) 


V. ÁCIDOS E SAIS BILIARES 





A bile consiste em uma mistura aquosa de compostos orgânicos e inorgâni- 
cos. A fosfatidilcolina (FC), ou lecitina (ver pág. 202), e os sais biliares conju- 
gados são, quantitativamente, os componentes orgânicos mais importantes 
da bile. A bile é sintetizada no fígado e pode ser liberada diretamente no duo- 
deno, pelo ducto biliar comum, ou ser armazenada na vesícula biliar, quando 
não necessitada imediatamente para a digestão. 


A. Estrutura 


Os ácidos biliares têm 24 carbonos, com dois ou três grupos hidroxila e 
uma cadeia lateral que termina em um grupo carboxílico. O grupo car- 
boxila tem um pK, (ver pág. 6) de aproximadamente 6. No duodeno (pH 
em torno de 6), esse grupo estará protonado na metade das moléculas 
(os ácidos biliares) e desprotonado no resto (os sais biliares). No entanto, 
os termos ácido biliar e sal biliar são frequentemente usados indistinta- 
mente. Ambas as formas têm grupos hidroxila que são a em orientação 
(estão abaixo do plano dos anéis) e grupos metila que são P (eles ficam 
acima do plano dos anéis). Portanto, essas moléculas têm uma superfi- 
cie polar e uma não polar e podem atuar como agentes emulsionantes 
no intestino, ajudando a preparar a gordura da dieta (triacilglicerol [TAG]) 
e outros lipídeos complexos para degradação por enzimas digestivas 
pancreáticas. 


B. Síntese 


Ácidos biliares são sintetizados no fígado por uma rota metabólica com- 
posta por muitas etapas enzimáticas e que acontece em várias organe- 
las. Nessa rota, os grupos hidroxila são inseridos em posições específi- 
cas na estrutura do esteroide e a dupla-ligação do anel B do colesterol 
é reduzida. São retirados três átomos de carbono da cadeia lateral e um 
grupo carboxila é introduzido na extremidade. Os compostos resultantes 
mais comuns são o ácido cólico (um triol) e o ácido quenodesoxicólico 
(um diol), como mostrado na Figura 18.8. Esses compostos são cha- 
mados de ácidos biliares primários. (Nota: a etapa limitante na sínte- 
se dos ácidos biliares é a introdução do grupo hidroxila no carbono 7 
do núcleo esteroide pela 7-a-hidroxilase, uma enzima citocromo P450 
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[CYP]-monoxigenase associada ao REL, encontrada somente no fígado. 
A expressão da enzima sofre uma regulação negativa pelos ácidos bilia- 
res [Fig. 18.9].) 


C. Conjugação 


Antes de os ácidos biliares deixarem o fígado, eles são conjugados com 
uma molécula de glicina ou de taurina (produto final do metabolismo 
da cisteína) por meio de uma ligação amida entre o grupo carboxila do 
ácido biliar e o grupo amino do composto adicionado. Essas novas es- 
truturas incluem os ácidos glicocólico e glicoquenodesoxicólico, e os 
ácidos taurocólico e tauroquenodesoxicólico (Fig. 18.10). A razão entre 
as formas contendo glicina e taurina na bile é de aproximadamente 3/1. 
A adição de glicina ou taurina resulta na presença de um grupo carboxila 
com menor pK, (de glicina) ou um grupo sulfonato (a partir de taurina), 
ambos totalmente ionizados (carregados negativamente) no pH alcalino 
da bile. Os sais biliares conjugados e ionizados são detergentes mais 
eficazes do que os não conjugados devido à sua natureza anfipática au- 
mentada. Portanto, apenas as formas conjugadas são encontradas na 
bile. Indivíduos com deficiências genéticas na conversão do colesterol 
em ácidos biliares são tratados com suprimento exógeno de ácido que- 
nodesoxicólico. 










Os sais biliares são a única forma significativa de excreção do coleste- 
rol, tanto como metabólitos do colesterol quanto como agentes solubili- 
zadores do colesterol na bile. 














D. Ação da flora intestinal sobre os sais biliares 


As bactérias da microbiota intestinal (ver pág. 372) podem desconjugar 
(remover glicina e taurina) sais biliares. Elas também podem desidroxilar 
o carbono 7, produzindo sais biliares secundários, como ácido desoxi- 
cólico a partir de ácido cólico e ácido litocólico a partir de ácido queno- 
desoxicólico. 


E. Circulação êntero-hepática 


Os sais biliares secretados no intestino são efetivamente reabsorvidos 
(> 95%) e reutilizados. O fígado secreta ativamente sais biliares por meio 
da bomba de exportação de sal biliar. No intestino, eles são reabsorvi- 
dos no íleo terminal pelo cotransportador apical de sódio (Na”-bile e 
retornam ao sangue por meio de um sistema de transporte separado. 
(Nota: o ácido litocólico é pouco absorvido.) Eles são efetivamente re- 
tirados do sangue pelos hepatócitos por meio de uma isoforma do co- 
transportador e são reutilizados. (Nota: a albumina liga os sais biliares e 
os transporta pelo sangue da mesma forma que os ácidos graxos [ver 
pág. 181].) O processo contínuo de secreção de sais biliares na bile, sua 
passagem pelo duodeno, onde alguns são desconjugados e em seguida 
desidroxilados em sais biliares secundários, sua absorção no íleo e o 
seu posterior retorno ao fígado como uma mistura de formas primárias 
e secundárias é denominada circulação êntero-hepática (Fig. 18.11). O 
fígado secreta por dia cerca de 15 a 30 g de sais biliares no duodeno, e 
somente em torno de 0,5 g (< 3%) é perdido nas fezes. Aproximadamen- 
te 0,5 g/dia é sintetizado a partir do colesterol no fígado para substituir 
a quantidade perdida. Sequestradores de ácidos biliares, como a co- 
lestiramina, ligam sais biliares no intestino e previnem sua reabsorção, 
promovendo sua excreção. Essas substâncias são usadas no tratamen- 














Figura 18.9 

Síntese dos ácidos biliares, ácido 
cólico e ácido quenodesoxicólico 
a partir do colesterol. 
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Figura 18.10 


Sais biliares conjugados. (Observe 
“cólico” nos nomes dos compostos.) 
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Figura 18.11 
Circulação êntero-hepática dos sais biliares. (Nota: ácidos biliares ionizados são chamados de sais biliares.) 


to da hipercolesterolemia, pois a maior remoção de sais biliares diminui 
a inibição sobre a síntese hepática de ácidos biliares, desviando mais 
colesterol para essa rota. (Nota: fibras presentes na dieta também ligam 
sais biliares e aumentam a sua excreção [ver pág. 365].) 


F. Deficiência de sais biliares: colelitiase 


A passagem do colesterol do fígado para a bile deve ser acompanhada 
pela secreção simultânea de fosfolipídeos e sais biliares. Se esse pro- 
cesso duplo for interrompido e colesterol estiver presente numa quan- 
tidade maior do que pode ser solubilizado pelos sais biliares e pela 
fosfatidilcolina presente, o colesterol pode precipitar na vesícula biliar, 
levando à formação de cálculos biliares de colesterol ou colelitiase (Fig. 
18.12). Esse distúrbio é geralmente causado por uma diminuição dos 
ácidos biliares na bile. A colelitiase também pode resultar do aumento 
da secreção de colesterol na bile, como se observa com o uso de fibra- 
tos (p. ex., genfibrozila) para reduzir o colesterol (e TAG) no sangue. A 
colecistectomia laparoscópica (remoção cirúrgica da vesícula biliar por 
meio de uma pequena incisão) é atualmente o tratamento de escolha. 
Em pacientes que não podem ser submetidos ao tratamento cirúrgi- 
co, a administração oral de ácido quenodesoxicólico supre a falta de 
— > >—>—— ácidos biliares e leva a uma gradual (meses até anos) dissolução dos 
Figura 18.12 cálculos biliares. (Nota: os cálculos de colesterol representam > 85% 
Vesícula biliar com cálculos biliares. dos casos de colelitiase; cálculos de bilirrubina e cálculos mistos cor- 
respondem ao restante.) 





VI. LIPOPROTEÍNAS PLASMÁTICAS 





As lipoproteínas plasmáticas consistem em complexos macromoleculares 
esféricos de lipídeos e proteínas (apolipoproteínas). As partículas lipopro- 
teicas incluem os quilomicra (Q), as lipoproteínas de densidade muito bai- 


Bioquímica Ilustrada 227 





xa (VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins), as lipoproteínas de den- 
sidade baixa (LDL, do inglês /ow-density lipoproteins) e as lipoproteínas 
de densidade alta (HDL, do inglês high-density lipoproteins). Elas diferem 
na composição lipídica e proteica, no tamanho, na densidade (Fig. 18.13) 
e no local de origem. (Nota: como as partículas de lipoproteínas trocam 
constantemente lipídeos e apolipoproteinas, o conteúdo real de apolipo- 
proteína e lipídeos de cada classe de partículas é variável.) A função das 
lipoproteínas é tanto manter solúveis seus componentes lipídicos no plas- 
ma quanto promover um eficiente mecanismo de transporte de lipídeos 
entre os tecidos. Nos seres humanos, o sistema de transporte é menos 
perfeito do que em outros animais, e, como resultado, os seres humanos 
apresentam uma deposição gradual de lipídeos (especialmente colesterol) 
nos tecidos. 


A. Composição 


As lipoproteínas são constituídas por um núcleo de lipídeos neutros 
(contendo TAG e ésteres de colesterol) circundado por uma camada an- 
fipática de apolipoproteínas, fosfolipídeos e colesterol livre (não esterifi- 
cado) (Fig. 18.14). Esses compostos anfipáticos são orientados de forma 
a expor suas porções polares na superfície da lipoproteina, tornando, 
assim, a partícula solúvel em meio aquoso. Os TAGs e o colesterol car- 
regados pelas lipoproteínas são obtidos da dieta (fonte exógena) ou da 
síntese de novo (fonte endógena). (Nota: o teor de colesterol [C] das li- 
poproteínas plasmáticas agora é rotineiramente medido no sangue em 
jejum. Colesterol total = LDL-C + HDL-C + VLDL-C, em que VLDL-C é 
calculado dividindo-se TAG por 5, porque a relação TAG/colesterol é 5/1 
em VLDL. O valor ideal para o colesterol total é < 200 mg/dL.) 


1. Tamanho e densidade. Os quilomicra são a classe de lipopro- 
teínas com a menor densidade e o maior tamanho e que contêm a 
maior porcentagem de lipídeos (como TAG) e a menor de proteínas. 
Em ordem crescente de densidade, estão as VLDL e LDL, que apre- 
sentam uma maior razão proteínas/lipídeos. As partículas de HDL 
são as menores e mais densas. As lipoproteínas plasmáticas podem 
ser separadas com base na sua mobilidade eletroforética, como 
mostrado na Figura 18.15, ou com base na sua densidade, por meio 
de ultracentrifugação. 


2. Apolipoproteínas. As apolipoproteínas associadas às lipoproteí- 
nas exercem funções diversas: fornecem sítios de reconhecimento 
para receptores nas superfícies celulares e servem como ativadoras 
ou coenzimas para enzimas envolvidas no metabolismo das lipo- 
proteínas. Algumas das apolipoproteinas são componentes estru- 
turais essenciais das lipoproteínas e não podem ser removidas (de 
fato, as partículas não podem ser produzidas sem elas), enquanto 
outras são transferidas livremente entre as lipoproteínas. As apo- 
lipoproteínas são divididas por estrutura e função em várias clas- 
ses principais, identificadas por letras, com cada classe possuindo 
subclasses (p. ex., apolipoproteína [apo] C-l, apo C-lIl e apo C-III). 
(Nota: as funções de todas as apolipoproteínas ainda não são bem 
conhecidas.) 


B. Metabolismo dos quilomicra 


Os quilomicra são formados em células da mucosa intestinal e trans- 
portam TAG, colesterol, vitaminas lipossolúveis e ésteres de colesterol 
da dieta (exógenos) para os tecidos periféricos (Fig. 18.16). (Nota: TAGs 
perfazem cerca de 90% dos lipídeos em um quilomicra.) 


Colesterol e éster 
de colesterol 
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As partículas de lipoproteínas 
plasmáticas exibem uma variedade 
de tamanhos e densidades, e 
valores típicos são mostrados. 

As larguras dos anéis se aproximam 
da quantidade de cada componente. 
(Nota: embora o colesterol e seus 
ésteres estejam mostrados como 
componentes no centro de cada 
partícula, fisicamente o colesterol 
está na superfície, enquanto os 
ésteres de colesterol estão localizados 
no interior das lipoproteínas.) 
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Figura 18.14 
Estrutura de uma lipoproteína típica. 
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Figura 18.15 

Mobilidade eletroforética de 
partículas de lipoproteínas 
plasmáticas. (Nota: a ordem 

das lipoproteínas de densidade 

baixa [LDL,do inglês low-density 
lipoproteins] e das lipoproteínas de 
densidade muito baixa [VLDL,do 
inglês very-low-density lipoproteins] 

é revertida se a ultracentrifugação for 
utilizada como técnica de separação.) 
HDL = lipoproteína de densidade alta. 


Síntese de apolipoproteína. A apo B-48 é exclusiva dos quilo- 
micra. Sua síntese inicia no retículo endoplasmático rugoso (RER), 
sendo glicosilada enquanto se move pelo RER e o Golgi. (Nota: a 
apo B-48 recebe essa denominação por representar 48% da porção 
N-terminal da proteína codificada pelo gene apo B. A apo B-100 é 
sintetizada no fígado e encontrada nas VLDL e LDL, e representa 
a proteína completa codificada por esse gene. Uma modificação 
pós-transcricional (ver pág. 474), trocando uma citosina por uracila 
no RNAm da apo B-100 intestinal, cria um códon sem sentido (de 
término; ver pág. 449), permitindo a tradução de somente 48% do 
RNAm.) 


Montagem dos quilomicra. Muitas enzimas envolvidas na sín- 
tese de TAG, colesterol e fosfolipídeos estão localizadas no REL. 
A organização das apolipoproteinas e dos lipídeos para formar os 
quilomicra requer a proteína microssomal transferidora de triacilgli- 
ceróis ([PMT] ver pág. 177), que carrega a apo B-48 com os lipídeos. 
Isso ocorre antes da transição do RE para o aparelho de Golgi, onde 
as partículas são acondicionadas em vesículas secretórias. Estas 
vesículas fusionam-se com a membrana plasmática, liberando as 
lipoproteínas no sistema linfático e, posteriormente, no sangue. 
(Nota: os quilomicra deixam o sistema linfático por meio do ducto 
torácico que desemboca na veia subclávia esquerda.) 


Modificação dos quilomicra nascentes. A partícula liberada pe- 
las células da mucosa intestinal é chamada de quilomicron nascen- 
te, por ser funcionalmente incompleta. Quando alcança o plasma, a 
partícula é rapidamente modificada, recebendo apo E (que é reco- 
nhecida por receptores hepáticos) e apo C. Essas últimas incluem 
a apo C-Il, necessária para a ativação da lipase lipoproteica (LPL), 
enzima que degrada os TAGs dos quilomicra. A fonte dessas apoli- 
poproteínas é a HDL circulante (ver Fig. 18.16). (Nota: apo C-III em 
lipoproteínas ricas em TAG inibe a LPL.) 


Degradação de triacilglicerol pela lipase lipoproteica (LPL). A 
LPL é uma enzima extracelular ancorada à parede dos capilares da 
maioria dos tecidos, mas predominantemente dos tecidos adiposo 
e muscular cardíaco e esquelético. O fígado adulto não tem essa 
enzima. (Nota: a lipase hepática é encontrada na superfície das cé- 
lulas endoteliais hepáticas. Essa enzima desempenha um papel na 
degradação dos TAGs nos quilomicra e VLDL e é importante no me- 
tabolismo das HDL (ver pág. 234).] A LPL, ativada pela apo C-ll de 
quilomicra circulantes, hidrolisa o TAG nessas partículas, formando 
ácidos graxos e glicerol. Os ácidos graxos são armazenados (no 
adipócito) ou usados para gerar energia (no músculo). O glicerol é 
captado pelo fígado, convertido em di-hidroxiacetona-fosfato (um 
intermediário da glicólise) e utilizado na síntese de lipídeos ou na 
gliconeogênese. (Nota: pacientes com deficiência de LPL ou de 
apo C-lI [hiperlipoproteinemia do tipo | ou quilomicronemia familiar] 
apresentam um grande acúmulo [> 1.000 mg/dL] de TAG-quilomicra 
no plasma [hipertriacilglicerolemia], mesmo no jejum. Eles apresen- 
tam risco aumentado de pancreatite aguda. O tratamento é a redu- 
ção da gordura na dieta.) 


Expressão da lipase lipoproteica (LPL). A LPL é sintetizada pelo 
tecido adiposo e pelos músculos cardíaco e esquelético. A expres- 
são das isoenzimas específicas de tecido é regulada pelo estado 
nutricional e pelo nível hormonal. Por exemplo, no estado alimenta- 
do (níveis elevados de insulina), a síntese de LPL está aumentada no 
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Figura 18.16 

Metabolismo dos quilomicra. Apo B-48, apo C-ll e apo E são apolipoproteínas encontradas como componentes 
das partículas de lipoproteínas plasmáticas. As partículas não são desenhadas conforme escala (ver Fig. 18.13 para 
detalhes de seu tamanho e densidade). TAG = triacilglicerol; C = colesterol; EC = éster de colesterol; 

HDL = lipoproteína de densidade alta. 


tecido adiposo, mas diminuída no tecido muscular. O jejum (diminui- 
ção da insulina) favorece a síntese de LPL no músculo. (Nota: uma 
maior concentração de LPL ocorre no músculo cardíaco, refletindo 
o uso de ácidos graxos para fornecer grande parte da energia ne- 
cessária para a função cardíaca.) 


6. Formação de remanescentes de quilomicra. À medida que o 
quilomícron circula, e > 90% do TAG em seu núcleo é degradado 
pela LPL, a partícula diminui de tamanho e aumenta em densidade. 
Além disso, as apolipoproteínas C (mas não a apo B ou E) retor- 
nam para as HDL. A partícula resultante, chamada de remanescente 
de quilomicra, é rapidamente removida da circulação pelo fígado, 
cujas células contêm receptores para lipoproteínas que reconhe- 
cem a apo E (ver Fig. 18.16). Os remanescentes de quilomicra li- 
gam-se nesses receptores e são captados pelos hepatócitos por 
endocitose. A vesícula endocitada, em seguida, funde-se com um 
lisossomo, e as apolipoproteinas, os ésteres de colesterol e outros 
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componentes do remanescente são degradados por hidrólise, libe- 
rando aminoácidos, colesterol livre e ácidos graxos. O receptor é re- 
ciclado. (Nota: o mecanismo da endocitose mediada pelo receptor 
é ilustrado para LDL na Fig. 18.20.) 


C. Metabolismo das lipoproteínas de densidade muito baixa 


As lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL, do inglês very-low- 
-density lipoproteins) são produzidas no fígado (Fig. 18.17). São com- 
postas predominantemente por TAGs endógenos (aproximadamente 
60%), e sua função é levar esse lipídeo do fígado (local de síntese) para 
os tecidos periféricos. Nestes tecidos, o TAG é degradado pela LPL, 
como discutido para os quilomicra (ver pág. 228). (Nota: o fígado graxo 
não alcoólico [esteatose hepática] ocorre em condições em que existe 
desequilíbrio entre a síntese hepática de TAG e a secreção de VLDL. Tais 
condições incluem obesidade e diabetes melito tipo 2 [ver pág. 334].) 


1. Liberação a partir do fígado. As VLDL são secretadas, pelo fí- 
gado, diretamente no sangue como partículas de VLDL nascentes 
contendo apo B-100. Elas obtêm apo C-Il e apo E da HDL circulante 
(ver Fig. 18.17). Como acontece com os quilomicra, a apo C-ll é 
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Figura 18.17 

Metabolismo de lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) e partículas de lipoproteínas de densidade baixa 
(LDL). Apo B-100, C-ll e E são apolipoproteínas encontradas como componentes das partículas de lipoproteínas 
plasmáticas. As partículas não estão desenhadas conforme escala (ver Fig. 18.13 para detalhes de seu tamanho 
e densidade). (Nota: IDL também pode ser absorvida pelo fígado.) TAG = triacilglicerol; HDL e IDL = lipoproteínas 
de densidade alta e densidade intermediária; C = colesterol; EC = éster de colesterol. 
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necessária para a ativação da LPL. (Nota: a abetalipoproteinemia é 
uma hipolipoproteinemia rara causada por um defeito na PMT, le- 
vando a uma incapacidade de carregamento da apo B com lipídeos. 
Consequentemente, pouco VLDL ou quilomicra são formados, e 
TAG se acumula no fígado e no intestino. A absorção de vitaminas 
lipossolúveis diminui. Os níveis de LDL estão baixos.) 


Modificação na circulação. À medida que as VLDL passam pela 
circulação, o TAG é degradado pela lipase lipoproteica (LPL), fazen- 
do com que essas lipoproteínas diminuam de tamanho e se tornem 
mais densas. Componentes de superfície, incluindo as apolipopro- 
teínas C e E, retornam para as HDL, mas as partículas retêm a apo 
B-100. Além disso, alguns TAGs são transferidos das VLDL para 
as HDL em uma reação de troca que, simultaneamente, transfere 
ésteres de colesterol das HDL para as VLDL. Esta troca é realizada 
pela proteína transferidora de ésteres de colestero (PTEC), como 
mostrado na Figura 18.18. 


Conversão a lipoproteínas de densidade baixa (LDL, do inglês 
low-density lipoproteins). Com as modificações descritas ante- 
riormente, as VLDL são convertidas, no plasma, em LDL. Lipoproteí- 
nas de densidade intermediária (IDL, do inglês intermediate-density 
lipoproteins) de diferentes tamanhos são formadas durante essa 
transição. As IDL também podem ser captadas pelas células he- 
páticas, por endocitose mediada por receptor que usa apo E como 
ligante. Apo E está normalmente presente em três isoformas, E-2 (a 
menos comum), E-3 (a mais comum) e E-4. A apo E-2 liga-se pouco 
aos receptores, e os pacientes que são homozigotos para apo E-2 
são deficientes na depuração de IDL e de remanescentes de qui- 
lomicra. Esses indivíduos têm hiperlipoproteinemia familiar tipo III 
(disbetalipoproteinemia familiar ou doença beta larga) e apresentam 
hipercolesterolemia e aterosclerose prematura. (Nota: a isoforma 
apo E-4 confere maior suscetibilidade à doença de Alzheimer de iní- 
cio tardio, levando a um início mais precoce dessa doença. O efeito 
é dependente da dose, sendo os homozigotos apresentam maior 
risco. As estimativas de risco variam.) 


D. Metabolismo das lipoproteínas de densidade baixa 


As liproteinas de densidade baixa (LDL, do inglês low-density lipopro- 
teins) contêm muito menos TAG que suas precursoras VLDL e têm alta 
concentração de colesterol e ésteres de colesterol (Fig. 18.19). Cerca de 
70% do colesterol plasmático está nas LDL. 


1. 


n 


Endocitose mediada por receptores. A principal função das LDL 
é prover colesterol para os tecidos periféricos (ou retorná-lo para 
o fígado). As LDL ligam-se a receptores na membrana plasmáti- 
ca para LDL, que reconhecem a apo B-100 (mas não a apo B-48). 
Como esses receptores também reconhecem a apo E, eles são co- 
nhecidos como receptores apo B-100/apo E. A Figura 18.20 resume 
os mecanismos de captação e degradação das LDL. (Nota: os nú- 
meros entre colchetes, a seguir, correspondem aos que aparecem 
na figura.) Um mecanismo semelhante de endocitose mediada por 
receptor é usado na captação e degradação dos remanescentes de 
quilomicra e IDL pelo fígado. 

Receptores de LDL são glicoproteínas carregadas negativamente 
que formam aglomerados em depressões na membrana celular. O 
lado citosólico da depressão é recoberto com a proteína clatrina, 
que estabiliza a depressão. 
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Figura 18.18 

Transferência de ésteres de colesterol 
(EC) de HDL para VLDL, trocando-os 
por triacilglicerol (TAG). 
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Figura 18.19 

Composição das partículas de 
ipoproteínas plasmáticas. Note a alta 
concentração de colesterol e ésteres 
de colesterol nas LDL. 
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Após a ligação, o complexo receptor- LDL é endocitado. (Nota: de- 
feitos na síntese de receptores LDL funcionais causam elevação 
significativa no LDL-C plasmático. Os pacientes com tais deficiên- 
cias apresentam hiperlipidemia tipo Ila (hipercolesterolemia familiar 
[HF]) e aterosclerose prematura. A hipercolesterolemia autossômica 
dominante também pode ser causada por defeitos na apo B-100, 
que reduzem a sua ligação ao receptor, e pelo aumento da atividade 
de uma protease, a pró-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 
9 (PCSK9, do inglês proprotein convertase sutilisin/kexin type 9), 
que promove internalização e degradação lisossômica do receptor. 
Inibidores de PCSK9 estão disponíveis para o tratamento da hiper- 
colesterolemia.) 


A vesícula contendo LDL perde a capa de clatrina e funde-se a ou- 
tras vesículas semelhantes, formando grandes vesículas chamadas 
de endossomos. 


O pH dos endossomos diminui (devido à atividade de bombea- 
mento de prótons da ATPase endossomal), o que permite que a LDL 
se desligue de seu receptor. Os receptores migram, então, para um 
dos lados do endossomo, enquanto as LDL permanecem livres no 
Iúmen da vesícula. 


Os receptores podem ser reciclados, enquanto as lipoproteínas re- 
manescentes nas vesículas são transferidas para lisossomos e de- 
gradadas pelas hidrolases ácidas lisossomais, liberando colesterol 
livre, aminoácidos, ácidos graxos e fosfolipídeos. Esses compostos 
podem ser reutilizados pela célula. (Nota: as doenças de armaze- 
namento lisossômico resultam de raras deficiências autossômicas 
recessivas na capacidade de hidrolisar ésteres de colesterol lisos- 
somal [doença de Wolman] ou de transportar colesterol livre para 
fora do lisossomo [doença de Niemann-Pick, tipo CJ.) 


Endocitose de colesterol e homeostase do colesterol. O co- 
lesterol originário dos remanescentes de quilomicra e das IDL e 
LDL afeta o conteúdo celular de colesterol de várias maneiras (Fig. 
18.20). Primeiro, a expressão do gene da HMG-CoA-redutase é 
inibida pelo colesterol elevado e, consequentemente, a síntese de 
novo de colesterol diminui. Além disso, a degradação da redutase 
é acelerada. Segundo, a síntese de novos receptores para LDL é 
reduzida, devido à menor expressão do gene do receptor de LDL, 
limitando a entrada de colesterol-LDL nas células. (Nota: como 
foi observado com o gene da redutase [ver pág. 222], a regulação 
transcricional do gene do receptor LDL envolve um ERE e PLERE-2. 
Isso permite uma regulação coordenada da expressão dessas pro- 
teínas.) Terceiro, se não existe necessidade imediata de colesterol 
para funções estruturais ou para síntese de substâncias derivadas 
de colesterol, ele é esterificado pela acil-CoA:colesterol-aciltrans- 
ferase (ACAT). A ACAT transfere um ácido graxo de uma acil-CoA 
para o colesterol, produzindo um éster de colesterol que pode ser 
armazenado na célula (Fig. 18.21). A atividade da ACAT é estimula- 
da pelo aumento do colesterol intracelular. 


Captação por receptores removedores (scavenger) nos ma- 
crófagos. Além da captação altamente específica e regulada das 
LDL, que é mediada por receptores, como já foi descrito, os ma- 
crófagos possuem altos níveis de um receptor “removedor”. Esses 
receptores, conhecidos como receptores “removedores” classe A 
(SR-A, do inglês scavenger receptor class A), podem reconhecer 
uma grande variedade de substâncias e intermediar a endocitose 
das LDL quimicamente modificadas, nas quais os componentes li- 
pídicos ou a apo B está oxidado. Ao contrário do receptor para LDL, 
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Figura 18.20 

Captação celular e degradação de partículas de lipoproteínas de densidade baixa (LDL,do inglês low-density 
lipoproteins). (Nota: o excesso de colesterol acelera a degradação da HMG-CoA-redutase. Isto também diminui a 
transcrição do seu gene, como visto com o receptor de LDL.) ACAT = acil-CoA:colesterol aciltransferase; 
HMG-CoA = hidroximetilglutaril-coenzima A; RNAm = RNA mensageiro. 
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Figura 18.21 

Síntese intracelular de ésteres 

de colesterol pela ACAT. (Nota: 
lecitina:colesterol aciltransferase 
(LCAT) é a enzima extracelular 

que esterifica o colesterol usando 
fosfatidilcolina [lecitina] como fonte 


do ácido graxo.) CoA = coenzima A. 





a expressão do receptor “removedor” não é regulada pelo aumento 
dos níveis intracelulares de colesterol. Assim, ésteres de coleste- 
rol se acumulam nos macrófagos, causando sua transformação em 
“células espumosas”, as quais participam da formação da placa 
aterosclerótica (Fig. 18.22). Colesterol-LDL (LDL-C) é a principal 
causa de aterosclerose. 


E. Metabolismo das lipoproteínas de densidade alta 


As lipoproteínas de densidade alta (HDL, do inglês high-density lipopro- 
teins) são uma família heterogênea de lipoproteínas, com metabolismo 
complexo e ainda não completamente compreendido. As partículas de 
HDL são formadas no sangue pela adição de lipídeo à apo A-1, uma 
apolipoproteína produzida e secretada pelo fígado e pelo intestino. A 
apo A-1 perfaz cerca de 70% das apolipoproteínas das HDL. As HDL de- 
sempenham muitas funções importantes, incluindo as descritas a seguir: 


S 


Suprimento de apolipoproteína. As HDL servem de reservatório 
circulante de apo C-Il (a apolipoproteína que é transferida para as 
VLDL e os quilomicra, para atuar como ativadora da LPL) e de apo 
E (a apolipoproteína necessária para a endocitose mediada por re- 
ceptor das IDL e dos remanescentes de quilomicra). 


Captação de colesterol não esterilizado. As HDL nascentes 
têm forma discoide, contendo principalmente fosfolipídeos (basica- 
mente fosfatidilcolina) e as apolipoproteínas A, C e E. Elas captam 
o colesterol dos tecidos extra-hepáticos (periféricos) e o transpor- 
tam novamente para o fígado como éster de colesterol (Fig. 18.23). 
(Nota: as HDL são excelentes aceptores de colesterol não esterifi- 
cado por possuírem alta concentração de fosfolipídeos, que agem 
solubilizando o colesterol.) 


Esterificação do colesterol. Quando o colesterol é capta- 
do pelas HDL, ele é imediatamente esterificado pela enzima 
lecitina:colesterol-aciltransferase (LCAT, também conhecida como 
PCAT, em que o “P” significa fosfatidilcolina, a fonte de ácidos gra- 
xos) presente no plasma. Essa enzima é sintetizada e secretada 
pelo fígado. A LCAT liga-se às HDL nascentes e é ativada pela apo 
A-1. A LCAT transfere o ácido graxo do carbono 2 da fosfatidilcolina 
para o colesterol. Os produtos resultantes são um éster de coleste- 
rol hidrofóbico, que é sequestrado no núcleo da HDL, e lisofosfati- 
dilcolina, que se liga à albumina. (Nota: a esterificação mantém um 
gradiente de concentração de colesterol, permitindo o fluxo con- 
tínuo de colesterol para a HDL.) À medida que as HDL nascentes 
discoidais acumulam ésteres de colesterol, elas transformam-se de 
início em HDLS, partículas esféricas, relativamente pobres em éste- 
res de colesterol, e, por fim, passam a ser classificadas como HDL2, 
partículas ricas em ésteres de colesterol e que transportam esses 
ésteres para o fígado. A lipase hepática, que degrada TAG e fosfoli- 
pídeos, participa na conversão de HDL2 para HDLS (ver Fig. 18.23). 
A proteína transferidora de ésteres de colesterol (PTEC; ver pág. 
231) transfere alguns deles das HDL para as VLDL em uma permu- 
ta por TAG, diminuindo a inibição por produto da LCAT. Como as 
VLDL são catabolizadas a LDL, os ésteres de colesterol transferidos 
pela PTEC são, por fim, captados pelo fígado (ver pág. 231). 


Transporte reverso de colesterol. A transferência seletiva de co- 
lesterol das células periféricas para HDL e das HDL para o fígado 
para a síntese de ácidos biliares ou para eliminação por meio da 
bile é um componente-chave da homeostase do colesterol. Esse 
processo de transporte reverso de colesterol é, em parte, a base 
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É Receptores de alta afinidade, 
LDL específicos para LDL, têm sua 
expressão diminuída quando a 


célula possui colesterol suficiente. 










ST CÉLULA ESPUMOSA 


Z 


Receptores “removedores”, de 
baixa afinidade, não específicos 
e não regulados, captam LDL 
modificada (LDLo: 





CÉLULA DE 
= MÚSCULO LISO 
Em resposta a um dano no endotélio 
(causado, ao menos em parte, por LDL [ 
oxidada) os monócitos aderem às células | 
endoteliais, movem-se para o espaço 
subendotelial (íntima) e são 
transformados em macrófagos. 








As células espumosas acumulam-se, 
liberando fatores de crescimento e 
citocinas que estimulam a migração 
Os macrófagos consomem o de células musculares lisas da 
excesso de lipoproteina modificada média para a íntima. Lá, proliferam, 
(oxidada), transformando-se em | produzindo colágeno e captando 
Células espumosas. lipídeos, tornando-se potenciais 
células espumosas. 














INTERIOR DA ARTÉRIA 





Figura 18.22 
Papel das partículas de lipoproteínas de densidade baixa (LDL) oxidadas na formação de placas 
em uma parede arterial. 


para a relação inversa entre a concentração plasmática de HDL e 
a aterosclerose, e, por isso, a designação de HDL como o “bom” 
transportador de colesterol. (Nota: exercício e estrogênio elevam os 
níveis de HDL.) O transporte reverso do colesterol envolve o efluxo 
de colesterol dos tecidos periféricos para as HDL, a esterificação 
do colesterol pela LCAT, a ligação das HDL ricas em ésteres de 
colesterol (HDL2) a células hepáticas (e talvez esteroidogênicas), a 
transferência seletiva dos ésteres de colesterol para dentro dessas 
células, e a liberação das HDL depletadas de lipídeo (HDL3). O eflu- 
xo do colesterol das células periféricas é mediado principalmente 
pela proteína transportadora, ABCA1. (Nota: a doença de Tangier é 
uma deficiência muito rara de ABCA1, caracterizada pela ausência 
praticamente total de HDL devido à degradação das apo A-1 po- 
bres em lipídeos.) A captação de ésteres de colesterol pelo fígado é 
mediada por receptores da superfície celular, SR-B1 (receptor “re: 

movedor” [scavenger] classe B tipo 1), que ligam as HDL (ver pág. 
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LDL<IDL 


Figura 18.23 
Metabolismo das partículas de lipoproteínas de densidade alta (HDL). Apo = apolipoproteina; ABCA1 = proteína 
transportadora ligadora de ATP; C = colesterol; EC = éster de colesterol; LCAT = lecitina:colesterol-aciltransferase; 
VLDL, IDL e LDL = lipoproteínas de densidade muito baixa, de densidade intermediária e de densidade baixa; 
PTEC = proteina transportadora de ésteres de colesterol; SR-B1 = receptor removedor (scavenger) B1. 


e) de 





HDL nascente, discoide 





232 para SR-A). A própria partícula de HDL não é captada. Em vez 
disso, há uma absorção seletiva do éster de colesterol a partir da 
partícula HDL. (Nota: baixos níveis de HDL-colesterol constituem 
fator de risco para a aterosclerose.) 





A ABCA1 é uma proteína ligadora de ATP (ABC, do inglês para ATP- 
-binding cassette). As proteínas ABC usam energia da hidrólise do ATP 
para transportar materiais, incluindo lipídeos, para dentro e para fora 
das células e entre os compartimentos intracelulares. Além da doença 
de Tangier, os defeitos em proteínas ABC específicas resultam em sitos- 
terolemia, fibrose cística, adrenoleucodistrofia ligada ao X, síndrome da 
angústia respiratória (SAR) devido à secreção diminuída de surfactante 
e doença hepática devido à diminuição da secreção de sais biliares. 





F. Lipoproteína (a) e doença cardíaca 


A lipoproteína (a), ou Lp(a), é quase idêntica em estrutura a uma partícula 
LDL. O que diferencia as duas lipoproteínas é a presença, na Lp(a), de 
uma apolipoproteína adicional chamada de apo(a), covalentemente liga- 
da a um sítio da apo B-100. Os níveis circulantes de Lp(a) são determi- 
nados principalmente por fatores genéticos. No entanto, fatores como a 
dieta podem desempenhar algum papel, uma vez que os ácidos graxos 
trans podem aumentá-los. A função fisiológica de Lp(a) é desconhecida. 
Quando presente em grandes quantidades no plasma, a Lp(a) está as- 
sociada a um risco aumentado de doença cardíaca coronariana. (Nota: 
existe uma homologia estrutural entre a apo(a) e o plasminogênio — pre- 


Bioquímica Ilustrada 237 





cursor de uma protease sanguínea cujo substrato é a fibrina, a princi- 


pal proteína componente dos coágulos sanguíneos [ver Cap. 35 online]. 
Hipotetiza-se que a concentração elevada de Lp(a) torna mais lenta a 
degradação dos coágulos sanguíneos que desencadeiam os ataques 
cardíacos, uma vez que a Lp(a) parece competir com o plasminogênio 
pela ligação na fibrina.) Niacina reduz Lp(a), bem como LDL-colesterol e 


TAG, e eleva HDL-colesterol. 


VII. HORMÔNIOS ESTEROIDES 








ego 


Colesterol 


O colesterol é o precursor de todas as classes de hormônios esteroides: J CHa 


glicocorticoides (p. ex., o cortisol), mineralocorticoides (p. ex., a aldostero- 
na) e hormônios sexuais (androgênios, estrogênios e progestogênios), como 
mostrado na Figura 18.24. (Nota: glicocorticoides e mineralocorticoides são 
coletivamente chamados de corticosteroides.) A síntese e a secreção do cor- 
tisol, da aldosterona e dos androgênios ocorre no córtex da suprarrenal; dos 
estrogênios e progestogênios, nos ovários e na placenta; e da testosterona, 
nos testículos. Os hormônios esteroides são transportados no sangue de 
seus sítios de síntese até o local de ação. Devido à sua hidrofobicidade, eles 
devem ser complexados com uma proteína plasmática. A albumina pode 
atuar como transportador inespecífico, e transporta, de fato, a aldostero- 
na. Existem, no entanto, proteínas plasmáticas específicas para transportar 
esteroides, as quais ligam os esteroides mais fortemente que a albumina 
(p. ex., a globulina ligadora de corticosteroides ou transcortina, responsá- 
vel pelo transporte do cortisol). Várias doenças genéticas são causadas por 
deficiências em etapas específicas da biossíntese de hormônios esteroides. 
Algumas doenças representativas estão descritas na Figura 18.25. 


A. Síntese 


A síntese envolve o encurtamento da cadeia hi- 
drocarbonada do colesterol e a hidroxilação do 
núcleo esteroide. A etapa inicial e reação limitante 
da velocidade converte colesterol em pregneno- 
lona, que tem 21 carbonos. A reação é catalisada 
pela enzima de clivagem de cadeia lateral do co- 
lesterol, uma oxidase de função mista tipo citocro- 
mo P450 (CYP) da membrana mitocondrial interna 
(ver pág. 149), também conhecida como P450scc 
e desmolase. NADPH e O, são necessários para 
a reação. O colesterol substrato da reação pode 
ser sintetizado, obtido a partir de lipoproteínas 
ou liberado por uma esterase a partir de ésteres 
de colesterol armazenados no citosol de tecidos 
esteroidogênicos. O colesterol se move para a 
membrana mitocondrial externa. Um ponto de 
controle importante é o movimento subsequente 
dessa molécula da membrana mitocondrial ex- 
terna para a interna. Esse processo é mediado 
pela proteína esteroidogênica aguda reguladora 
(StAR). A pregnenolona é o precursor de todos os 
hormônios esteroides (ver Fig. 18.25). É oxidada e 
depois isomerizada em progesterona, que é ain- 
da modificada a outros hormônios esteroides por 
reações de hidroxilação catalisadas pela proteína 
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Figura 18.24 


Relações entre os principais esteroides. 
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HIPERPLASIAS ADRENAIS CONGÊNITAS (HAC) SÍNTESE DE HORMÔNIOS ESTEROIDES 


DEFICIÊNCIA DE 3-6-HIDROXIESTEROIDE-DESIDROGENASE 


e Glicocorticoides, mineralocorticoides, androgênios ou 
estrogênios ativos praticamente ausentes. 


e Excreção de sais na urina. 




















Colesterol (27 C) 


mem) Desmolase 


o, 
e Pacientes apresentam genitália de aparência feminina. 2 l, (CYP11A, 


P450scc) 








DEFICIÊNCIA DE 17-œ-HIDROXILASE Pregnenolona (21 C) 


e Hormônios sexuais ou cortisol praticamente ausentes. 


e Aumento na produção de mineralocorticoides causa 
retenção de sódio e de líquido e, consequentemente, hipertensão. 


3-B-Hidroxiesteroide- 
e Pacientes apresentam genitália de aparência feminina. 


-desidrogenase 








DEFICIÊNCIA DE 21-a-HIDROXILASE 
e Forma mais comum de HAC (> 90%). 


e São conhecidas deficiências tanto parciais quanto 
praticamente totais. 

e Mineralocorticoides e glicocorticoides estão 
praticamente ausentes (forma clássica) ou deficientes 
(forma não clássica). 


Progesterona (21 C) 
17-a-Hidroxilase 
(CYP17) 


21-p-Hidroxilase 17-a-Hidroxiprogesterona (21 C) 






e A grande produção de androgênios leva à masculinização 17, 20-Liase 
da genitália externa em indivíduos do sexo feminino (CYP17) 
e à virilização precoce em indivíduos do sexo masculino. 








11-Desoxicorticosterona (21 C) 11-Desoxicortisol (21 C) Androstenediona (19 C) 


11-p-Hidroxilase 17-B-Hidroxiesteroide- 
(CYP11B1) -desidrogenase 
11-B-Hidroxilase 
Corticomiarona (CYP11B1) Testosterona (19 C) 
e Adostarana gase l Aromatase 


DEFICIÊNCIA DE 11-61-HIDROXILASE 


e Diminuição da produção de cortisol, 
aldosterona e corticosterona. 

e Aumento na produção de 
desoxicorticosterona causa a retenção 
de líquidos (por suprimir o sistema 
renina-angiotensina, esse hormônio 
causa hipertensão com baixa renina). 

















e A grande produção de androgênios (CyP19) 
causa masculinização e virilização (assim 
como na deficiência da 21-a-hidroxilase). 

oe (210) Cortisol (21 C) Estradiol (18 C) 











Figura 18.25 

Síntese de hormônios esteroides e doenças associadas. (Nota: 3-B-Hidroxiesteroide-desidrogenase, CYP17 e 
CYP11B2 são enzimas multifuncionais. A síntese de testosterona e de estrogênios ocorre principalmente em outros 
tecidos, fora da glândula suprarrenal.) NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; CYP = citocromo P450. 


CYP no REL e mitocôndrias. Defeitos na atividade ou na quantidade de 
enzimas dessa rota podem resultar em deficiência na síntese de hormô- 
nios formados após a etapa afetada e excesso dos hormônios ou meta- 
bólitos formados anteriormente na rota. Como todos os membros da via 
possuem atividade biológica potente, desequilíbrios metabólicos sérios 
ocorrem com deficiências enzimáticas (ver Fig. 18.25). Coletivamente, 
esses distúrbios são conhecidos como hiperplasias adrenais congênitas 
(CAH, do inglês congenital adrenal hyperplasias), porque resultam em 
glândulas adrenais aumentadas. (Nota: a doença de Addison, decorrente 
da destruição autoimune do córtex da suprarrenal, é caracterizada pela 
insuficiência adrenocortical.) 


B. Hormônios esteroides do córtex da suprarrenal 


Os hormônios esteroides são sintetizados e segregados em resposta a 
sinais hormonais. Os corticosteroides e androgênios são sintetizados em 
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diferentes regiões do córtex da suprarrenal e são secretados no sangue 
em resposta a diferentes sinais. (Nota: a medula da suprarrenal produz 
catecolaminas [ver pág. 285].) 


1. 


Cortisol. Sua produção na camada média (zona fasciculada) do 
córtex da suprarrenal é controlada pelo hipotálamo, junto ao qual 
está localizada a hipófise (Fig. 18.26). Em situações de estresse 
grave (p. ex., uma infecção), o hormônio liberador da corticotropina 
(CRH, do inglês corticotropin-releasing hormone), produzido pelo 
hipotálamo, viaja por meio da rede de capilares até o lobo anterior 
da hipófise, onde induz a produção e secreção do hormônio adre- 
nocorticotrópico (ACTH, do inglês adrenocorticotropic hormone). O 
ACTH estimula o córtex da suprarrenal a sintetizar e secretar glico- 
corticoides, como o cortisol, o hormônio do estresse. (Nota: o ACTH 
se liga a um receptor acoplado à proteína G na membrana plasmáti- 
ca, resultando em produção de AMPc e ativação da proteina-cinase 
A [PKA; ver pág. 94]. A PKA fosforila e ativa tanto a esterase que 
converte ésteres de colesterol em colesterol livre quanto a proteína 
StAR.) O cortisol induz o organismo a responder ao estresse via 
efeitos sobre o metabolismo intermediário (p. ex., pelo aumento da 
gliconeogênese) e sobre a resposta inflamatória e imunitária (que é 
diminuída). Níveis elevados de cortisol inibem a liberação de CRH e 
ACTH. (Nota: a redução do cortisol na CAH resulta em aumento do 
ACTH, que causa hiperplasia suprarrenal.) 


Aldosterona. Sua produção na camada externa (zona glomeru- 
losa) do córtex da suprarrenal é induzida pela diminuição da razão 
Na'/K* no plasma e pelo hormônio angiotensina Il (Ang-Il). A angio- 
tensina Il (um octapeptídeo) é produzida a partir da angiotensina | 
([Ang-l] um decapeptídeo) pela enzima conversora de angiotensina 
(ECA), uma enzima encontrada predominantemente nos pulmões, 
mas também distribuída de modo amplo pelo organismo. (Nota: a 
angiotensina | é produzida no sangue pela clivagem de um precur- 
sor inativo, angiotensinogênio, secretado pelo fígado. A clivagem é 
realizada pela enzima renina, sintetizada e secretada pelos rins.) A 
angiotensina Il atua via receptores na superfície celular. De modo 
distinto do ACTH, seus efeitos são mediados pela rota do fosfatidi- 
linositol-4,5-bisfosfato (ver pág. 205) e não pela via do AMPc. A al- 
dosterona atua principalmente nos túbulos renais, onde estimula a 
captação de Na* e e água e a excreção de K+ (Fig. 18.27). (Nota: um 
efeito da aldosterona é o aumento da pressão sanguínea. Inibido- 
res competitivos da ECA são usados no tratamento da hipertensão 
dependente de renina.) 


Androgênios. A produção dos androgênios, principalmente de- 
sidroepiandrosterona e androstenediona, é feita tanto pela cama- 
da interna (zona reticular) quanto pela camada média do córtex da 
suprarrenal. Embora os próprios androgênios da suprarrenal sejam 
pouco potentes, eles são convertidos em potentes hormônios es- 
teroides pela 17B-hidroxiesteroide desidrogenase, que produz tes- 
tosterona (principalmente nos testículos), e pela aromatase (CYP 19), 
que leva à produção de estrogênios nos ovários (principalmente) 
das mulheres pré-menopáusicas. (Nota: as mulheres pós-menopáu- 
sicas produzem estrogênio em locais extragonadais, como nas ma- 
mas. Inibidores da aromatase são usados no tratamento do câncer 
de mama responsivo a estrogênio.) 



















HIPOTÁLAMO 


HIPÓFISE 





HORMÔNIO LUTEINIZANTE 4- 

e Induz a síntese de 
testosterona nas células de 
Leydig dos testículos. 

e Induz a ovulação em fêmeas. 


e Estimula a síntese de 
estrogênios e progesterona 
no corpo lúteo. 











HORMÔNIO FOLÍCULO- 

ESTIMULANTE (FSH) 

e Estimula a secreção de 
estrogênios em fêmeas e 
androgênios em machos. 

e Promove a espermato- 

gênese nos testículos e 
oogênese nos ovários. 


HORMÔNIO ADRENOCOR- 
TICOTRÓPICO (ACTH) 


e Estimula a secreção de 
glicocorticoides. 











CÓRTEX DA SUPRARRENAL 














Figura 18.26 
Estimulação da síntese e secreção 
de hormônio esteroide pela hipófise. 
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CÓRTEX DA SUPRARRENAL 





ALDOSTERONA 


e Estimula a reabsorção renal de 
Nat e a excreção de K+. 








CORTISOL 
e Estimula a gliconeogênese. 
e Tem ação anti-inflamatória. 
e Promove a proteólise muscular. 








3 
q 


OVÁRIOS 





ESTROGÊNIOS 
e Controlam o ciclo menstrual. 


e Promovem o desenvolvimento 
das características sexuais 
secundárias femininas. 








PROGESTERONA 
e Fase secretória do útero e das 
glândulas mamárias. 


e Implantação e maturação do 
ovo fertilizado. 














TESTÍCULOS 





TESTOSTERONA 


e Estimula a espermatogênese. 

e Promove o desenvolvimento das 
características sexuais 
secundárias masculinas. 

e Promove o anabolismo. 

e Masculinização de fetos. 

















Figura 18.27 
Ações dos hormônios esteroides. 
Na” = sódio; K* = potássio. 


c. 


Hormônios esteroides gonadais 


Os testículos e os ovários (gônadas) sintetizam os hormônios necessá- 
rios para a diferenciação sexual e a reprodução. Um único fator libe- 
rador hipotalâmico, o hormônio liberador de gonadotropinas, estimula 
a hipófise anterior a liberar as glicoproteínas hormônio luteinizante (LH, 
do inglês luteinizing hormone) e hormônio folículo-estimulante (FSH, do 
inglês follicle-stimulating hormone). Da mesma forma que o ACTH, o LH 
e o FSH atuam via receptores específicos na superfície celular, causando 
aumento de AMPc. O LH estimula os testículos a produzirem testostero- 
na e os ovários a produzirem estrogênios e progesterona (ver Fig. 18.27). 
O FSH regula o crescimento dos folículos ovarianos e estimula a esper- 
matogênese nos testículos. 


Mecanismo 


Os hormônios esteroides difundem através da membrana plasmática de 
suas células-alvo e ligam-se a um receptor específico citosólico ou nu- 
clear. O complexo receptor-ligante se acumula no núcleo, sofre dimeriza- 
ção e se liga a sequências reguladoras específicas no DNA (elementos de 
resposta a hormônios [ERH]), em associação com proteínas coativadoras. 
Assim, ocorre a ativação do promotor, aumentando a transcrição dos ge- 
nes-alvo (Fig. 18.28). Um ERH é encontrado no promotor (ou em um ele- 
mento estimulador; ver pág. 440) para genes que respondem a um deter- 
minado hormônio esteroide, assegurando a regulação coordenada desses 
genes. O complexo hormônio-receptor pode também inibir a transcrição, 
associando-se a correpressores. (Nota: a ligação dos hormônios a seus 
receptores causa uma mudança conformacional no receptor, que expõe 
seu domínio de ligação ao DNA, permitindo que o complexo interaja, por 
meio de um motivo “dedo-de-zinco”, com a sequência apropriada no 
DNA. Os receptores de hormônios esteroides, de hormônios da tireoide, 
do ácido retinoico [ver pág. 386] e do 1,25-di-hidroxicolecalciferol [vitami- 
na D; ver pág. 390] são membros de uma “superfamília” de reguladores 
gênicos estruturalmente relacionados que atuam de maneira similar.) 


Metabolismo adicional 


No fígado, os hormônios esteroides são geralmente convertidos em me- 
tabólitos inativos, destinados à excreção. As reações incluem a redução 
de ligações insaturadas e a introdução de grupos hidroxila adicionais. 
As estruturas resultantes são transformadas em produtos mais solúveis 
pela conjugação com ácido glicurônico ou sulfato (a partir do 3'-fos- 
foadenosil-5'-fosfossulfato; ver pág. 162). Esses metabólitos conjuga- 
dos são relativamente solúveis em água e não necessitam de proteínas 
transportadoras. Eles são eliminados nas fezes e na urina. 








VIII. RESUMO DO CAPÍTULO 





O colesterol é um composto hidrofóbico, com um único grupo hidroxila — loca- 
lizado no carbono 3 do anel A — ao qual um ácido graxo pode ser ligado, produ- 
zindo um éster de colesterol, ainda mais hidrofóbico. O colesterol é sintetizado 
por praticamente todos os tecidos humanos, mas principalmente pelo fígado, 
pelo intestino, pelo córtex da suprarrenal e pelos tecidos reprodutivos (Fig. 
18.29). Todos os átomos de carbono são proporcionados pela acetil-coenzima 
A (CoA), e nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato proporciona os equi- 
valentes redutores. A energia para a rota de síntese provém da hidrólise das 
ligações tioéster de alta energia da acetil-CoA e do fosfato terminal do ATP. 
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A síntese requer enzimas no citosol, no retículo endoplasmático liso (REL) 
e no peroxissomo. A etapa regulatória e limitante da velocidade da síntese 
do colesterol é catalisada por uma proteína associada à membrana do REL, 
a hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA)-redutase, que produz mevalonato a 
partir de HMG-CoA. A enzima é regulada por vários mecanismos: 1) aumento da 
expressão do gene da redutase quando os níveis de colesterol estão baixos, 
por meio do fator de transcrição, proteína ligadora do elemento de resposta 
a esteróis-2 (PLERE-2), que se liga a um elemento regulador de esterol (ERE), 
resultando num aumento da enzima e, portanto, maior síntese de colesterol; 2) 
degradação acelerada da proteína redutase quando os níveis de colesterol 
são elevados; 3) fosforilação (causando inativação da atividade da reduta- 
se) pela proteína-cinase ativada por monofosfato de adenosina [AMPK] e 
desfosforilação (ativação) por uma fosfoproteina-fosfatase; e 4) regulação 
hormonal por insulina e glucagon. As estatinas são inibidores competitivos 
da HMG-CoA-redutase. Esses fármacos são usados para diminuir o colesterol 
plasmático em pacientes com hipercolesterolemia. A estrutura em anéis do 
colesterol não pode ser degradada em humanos. 


O colesterol pode ser eliminado do organismo pela conversão em sais biliares 
ou por sua secreção na bile. Os sais biliares e a fosfatidilcolina (FC) são quan- 
titativamente os principais compostos orgânicos da bile. A etapa limitante da 
síntese dos ácidos biliares é catalisada pela colesterol-7-a-hidroxilase, que é 
inibida por ácidos biliares. Antes de os ácidos biliares deixarem o fígado, eles 
são conjugados a uma molécula de glicina ou de taurina, produzindo os sais 
biliares conjugados: os ácidos glicocólico ou taurocólico e os ácidos glico- 
quenodesoxicólico ou tauroquenodesoxicólico. Os sais biliares (desprotona- 
dos) são mais anfipáticos que os ácidos biliares (protonados) e, portanto, são 
agentes emulsificadores mais eficientes para a gordura da dieta. As bactérias 
intestinais podem remover a glicina e a taurina, bem como um grupo hidroxila 
do núcleo de esteroides, produzindo sais biliares secundários: ácidos deso- 
xicólico e litocólico. Os sais biliares são efetivamente reabsorvidos (> 95%) no 
íleo intestinal por um cotransportador sódio-sal biliar, retornam ao sangue e 
são transportados pela albumina de volta ao fígado, onde são captados pela 
isoforma hepática do cotransportador e então reutilizados (circulação êntero- 
-hepática, que é reduzida por sequestrantes de ácidos biliares). Se mais co- 
lesterol entra na bile do que pode ser solubilizado pelos sais biliares e pela 
fosfatidilcolina disponíveis, pode ocorrer a formação de cálculos biliares de 
colesterol (colelitíase). 


As lipoproteínas plasmáticas (ver Fig. 18.29) incluem quilomicra, lipoproteínas 
de densidade muito baixa (VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins), li- 
poproteínas de densidade intermediária (IDL, do inglês intermediate-density 
lipoproteins), lipoproteínas de densidade baixa (LDL, do inglês /ow-density lipo- 
proteins) e lipoproteínas de densidade alta (HDL, do inglês high-density lipopro- 
teins). Elas têm como função manter os lipídeos em solução (principalmente os 
triacilgliceróis [TAG] e os ésteres de colesterol) durante o seu transporte entre 
os tecidos. As lipoproteínas são compostas de um núcleo de lipídeos neutros 
(TAG, ésteres de colesterol ou ambos) envolto por uma cápsula de apolipopro- 
teínas anfipáticas, fosfolipídeos e colesterol livre (não esterificado). Os quilo- 
micra são produzidos nas células da mucosa intestinal a partir de lipídeos da 
dieta (principalmente TAG). Cada partícula nascente de quilomicra contém uma 
molécula de apolipoproteína (apo) B-48. Essas partículas são liberadas no sis- 
tema linfático e viajam até o sangue, onde recebem a apo C-lIl e a apo E doadas 
pelas HDL. Apo CIl ativa a lipase lipoproteica (LPL) endotelial, que degrada o 
TAG dos quilomicra em ácidos graxos e glicerol. Os ácidos graxos são arma- 
zenados (no adipócito) ou usados para gerar energia (no músculo). O glicerol 
é metabolizado no fígado. Os pacientes com deficiência de LPL ou apo C-ll 
apresentam um acúmulo dramático de quilomicra no plasma (hiperlipoproteine- 
mia tipo | ou quilomicronemia familiar), mesmo em jejum. Depois que a maior 
parte dos TAGs é removida, a apo C-lIl retorna para HDL e os remanescentes 
de quilomicra, que transportam a maior parte do colesterol da dieta, ligam- 
-se a um receptor no fígado que reconhece apo E. A partícula é endocitada e 
seu conteúdo é degradado pelas enzimas lisossomais. Defeitos na captação 














A ligação do complexo 
hormônio esteroide- 


-receptor ao elemento 

de resposta a hormônio 
na região estimuladora 
ativa o promotor do gene, 
causando a transcrição. 





Figura 18.28 

Ativação da transcrição pela 
interação do complexo hormônio 
esteroide-receptor com o elemento 
de resposta a hormônio (ERE). 

O receptor contém domínios que 
ligam o hormônio, o DNA e as 
proteínas coativadoras. 

RNAm = RNA mensageiro. 
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de remanescentes de quilomicra (e IDL) causam hiperlipoproteinemia tipo IIl 
ou disbetalipoproteinemia. As VLDL nascentes são produzidas no fígado e são 
compostas principalmente por TAG. Cada partícula contém uma molécula de apo 
B-100. Da mesma forma que os quilomicra, as VLDL recebem a apo C-ll e a apo 
E das HDL no plasma. As VLDL transportam TAG produzidos no fígado para os 
tecidos periféricos, onde a LPL degrada o lipídeo. Além disso, a partícula VLDL 
recebe ésteres de colesterol de HDL em troca de TAG. Esse processo é exe- 
cutado pela proteína transferidora de ésteres de colesterol (PTEC). O VLDL 
no plasma é primeiro convertido em IDL e depois em LDL, uma partícula muito 
menor e mais densa. A apo C-Il e a apo E retornam para a HDL, mas a LDL re- 
tém a apo B-100, que é reconhecida por receptores nos tecidos periféricos e no 
fígado. A LDL sofre, então, endocitose mediada por receptor, e seus compo- 
nentes são degradados nos lisossomos. A protease pró-proteina convertase 
subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9) evita a reciclagem dos receptores. Defeitos 
na síntese de receptores funcionais para LDL causam hiperlipoproteinemia tipo 
Ila (hipercolesterolemia familiar [HF]). O colesterol endocitado diminui a expres- 
são de HMG-CoA-redutase (e de receptores de LDL) por meio da prevenção da 
ligação de PLERE-2 ao ERE. Parte do colesterol pode ser esterificado pela acil- 
-CoA:colesterol-aciltransferase (ACAT) e armazenado. As HDL são formadas 
por adição de lipídeos à apo A-1 sintetizada no fígado e no intestino. Essas par- 
tículas têm uma série de funções, incluindo 1) servir como reservatório circulante 
de apo C-l e apo E para quilomicra e VLDL; 2) remover o colesterol dos tecidos 
periféricos via ABCA1 e esterificá-lo usando lecitina:colesterol-aciltransferase 
(LCAT), uma enzima plasmática sintetizada no fígado que é ativada pela apo A-1; 
e 3) levar esses ésteres de colesterol ao fígado (transporte reverso de coleste- 
rol) para absorção por meio do receptor “removedor” B1. 


O colesterol é o precursor de todas as classes de hormônios esteroides, que 
incluem glicocorticoides, mineralocorticoides e hormônios sexuais (andro- 
gênios, estrogênios e progestogênios). A síntese, utilizando principalmente 
oxidases de função mista do citocromo P450, ocorre no córtex da suprar- 
renal (cortisol na zona fasciculada, aldosterona na zona glomerulosa e an- 
drogênios na zona reticular), ovários e placenta (estrogênios e progestogê- 
nios) e testículos (testosterona). O passo inicial e limitante da velocidade é a 
conversão do colesterol em pregnenolona pela enzima de clivagem de cadeia 
lateral P450scc. Deficiências na sintese levam à hiperplasia suprarrenal con- 
gênita (CAH, do inglês congenital adrenal hyperplasias). Os esteroides difun- 
dem através da membrana plasmática de suas células-alvo e ligam-se a um 
receptor específico intracelular. O complexo receptor-ligante se acumula no 
núcleo, sofre dimerização e se liga a sequências reguladoras no DNA (elemen- 
tos de resposta a hormônios), em associação com proteínas coativadoras, 
aumentando, assim, a transcrição dos genes-alvo. Em associação com corre- 
pressores, a transcrição é diminuída. 








Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


18.1 Camundongos foram manipulados geneticamente para 


conter uma forma da hidroximetilglutaril-coenzima A-re- 
dutase em que a serina 871, um sítio de fosforilação, foi 
substituída por alanina. Qual das seguintes afirmações 
sobre a forma modificada da enzima é a mais correta? 


A. A enzima não responde à depleção de ATP. 

B. A enzima não responde às estatinas. 

C. A enzima não responde ao sistema de proteina de li- 
gação do elemento de resposta ao esterol-elemento 
de resposta ao esterol. 

D. A enzima não pode ser degradada pelo sistema ubi- 
quitina-proteassomo. 


Resposta correta = A. A redutase é regulada por modificação co- 
valente via fosforilação e desfosforilação. A depleção de ATP re- 
sulta em aumento de monofosfato de adenosina (AMP), que ativa 
a proteína-cinase dependente de AMP (AMPK), assim, fosforilando 
e inativando a redutase. Na ausência da serina, um sítio comum de 
fosforilação, a enzima não pode ser fosforilada pela AMPK. A en- 
zima também é regulada fisiologicamente por meio de mudanças 
na transcrição e na degradação e farmacologicamente por estatinas 
(inibidores competitivos), mas nenhum desses efeitos depende da 
fosforilação da serina. 
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Figura 18.29 

Mapa de conceitos-chave para o colesterol e as lipoproteínas. HMG-CoA = hidroximetilglutaril-coenzima A; 

PLERE = proteína ligadora ao elemento de resposta a esteroides; HDL, LDL e VLDL = lipoproteínas de densidade alta, 
de densidade baixa e de densidade muito baixa; TAG = triacilglicerol; NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
fosfato; C = carbono. 


244 Denise R. Ferrier 





18.2 Calcule a quantidade de colesterol nas lipoproteínas de 
baixa densidade em um indivíduo cujo sangue em jejum 
apresentou os seguintes resultados no teste de lipídeos: 
colesterol total = 300 mg/dL, HDL-colesterol= 25mg/dL, 
triglicerídeos = 150 mg/dL. 

A. 55 mg/dL. 
B. 95 mg/dL. 
C. 125 mg/dL. 
D. 245 mg/dL. 


Para as questões 18.3 e 18.4, utilize o seguinte contexto. 


Uma menina com história de forte dor abdominal foi levada às 
5 horas da manhã para o hospital local. O sangue foi coletado 
e observou-se que o plasma tinha aparência opalescente, com 
o nível de triacilgliceróis acima de 2.000 mg/dL (normal = 4-150 
mg/dL). A paciente foi colocada em dieta com restrição lipídi- 
ca rigorosa, mas suplementada com ácidos graxos de cadeia 
média. 
18.3 Qual das seguintes lipoproteínas é provavelmente a res- 

ponsável pela aparência do plasma da paciente? 

A. Quilomicra. 

B. Lipoproteínas de densidade alta. 

C. Lipoproteinas de densidade intermediária. 

D. Lipoproteínas de densidade baixa. 

E. Lipoproteínas de densidade muito baixa. 


18.4 Qual das seguintes proteínas mais provavelmente está 
deficiente nessa paciente? 

Apolipoproteína A-l. 

Apolipoproteína B-48. 

Apolipoproteína C-l. 

Proteína de transferência de ésteres de colesterol. 

Proteína microssomal de transferência de triacilglice- 

róis. 

18.5 Complete a tabela abaixo, comparando um indivíduo 
com deficiência clássica de 21-a--hidroxilase com um in- 
divíduo normal. 


mDODm> 


Aumentado Diminuído 
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Aldosterona 











“Androstenediona 


Cortisol 
Glicemia 


Hormônio 
adrenocorticotrópico 














Pressão sanguínea 











Quais seriam os resultados se a enzima deficiente fosse a 
17-a-hidroxilase em vez da 21-a-hidroxilase? 


Resposta correta = D. O colesterol total no sangue de um indivíduo 
em jejum é igual à soma do colesterol em lipoproteínas de baixa den- 
sidade mais o colesterol em lipoproteínas de alta densidade mais o 
colesterol em lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL). Este 
último termo é calculado dividindo o valor de triacilgliceróis por 5, 
porque o colesterol representa cerca de 1/5 do volume de VLDL no 
sangue em jejum. 


Resposta correta = A. A aparência opalescente do sangue resulta 
da presença de quilomicra ricos em triacilgliceróis. Como são 5 ho- 
ras da manhã, presumivelmente se passaram várias horas depois do 
jantar, de modo que a paciente deve ter dificuldades na depuração 
dessa lipoproteína. IDL, LDL e HDL contêm principalmente ésteres 
de colesterol e, se uma ou mais dessas partículas estivesse aumen- 
tada, causaria hipercolesterolemia. VLDL não causam a descrita 
aparência opalescente do plasma. 


Resposta correta = C. O triacilglicerol (TAG) nos quilomicra é de- 
gradado pela lipase lipoproteica (LPL) endotelial, que requer apo- 
lipoproteina (apo) C-Il como coenzima. A deficiência de LPL ou 
apo C-Il resulta em diminuição da capacidade de degradação de 
quilomicra e produção de seus remanescentes, que são eliminados 
(via apo E) pelos receptores do fígado. Apo A-I é a coenzima para 
lecitina:colesterol aciltransferase; a apo B-48 é a proteína estrutural 
característica dos quilomicra; a proteína de transferência de ésteres 
de colesterol catalisa a troca éster de colesterol-TAG entre lipopro- 
teínas de alta densidade e de muito baixa densidade (VLDL); e a 
proteína de transferência microssomal de triacilgliceróis está envolvi- 
da na formação e não na degradação dos quilomicra (e VLDL). 


Na deficiência clássica de 21-a-hidroxilase, praticamente não ocor- 
re a síntese de mineralocorticoides (aldosterona) e de glicocorticoi- 
des (cortisol). Como a aldosterona causa o aumento da pressão 
sanguínea e o cortisol causa o aumento da glicemia, a deficiência 
nesses hormônios resulta na diminuição da pressão sanguínea e da 
glicemia, respectivamente. O cortisol reduz (via retroalimentação 
negativa) a liberação de hormônio adrenocorticotrópico (ACTH, do 
inglês adrenocorticotropic hormone) pela hipófise, de modo que 
sua ausência resulta na elevação dos níveis de ACTH. A falta de 
21-a-hidroxilase desvia a progesterona e a pregnenolona para a sin- 
tese de androgênios, causando aumento de androstenediona. 

Na deficiência de 17-a--hidroxilase, a síntese de hormônios sexuais 
estará diminuída. A produção de mineralocorticoides estará aumen- 
tada, causando hipertensão. 


UNIDADE IV 


Metabolismo do nitrogênio 





Aminoácidos: 
destino do nitrogênio 


I. VISÃO GERAL 





Ao contrário de gorduras e carboidratos, os aminoácidos não são armazena- 
dos no organismo. Isso significa que não há uma proteína cuja única função 
seja manter um suprimento de aminoácidos para utilização futura. Assim, os 
aminoácidos devem ser obtidos da dieta, sintetizados de novo ou produzi- 
dos pela degradação de proteínas teciduais. Quaisquer aminoácidos em ex- 
cesso em relação às necessidades biossintéticas da célula são rapidamente 
degradados. A primeira fase do catabolismo envolve a remoção dos grupos 
a-amino (em geral, por transaminação e subsequente desaminação oxidati- 
va), formando amônia e os a-cetoácidos correspondentes — os “esqueletos 
carbonados” dos aminoácidos. Parte da amônia livre é excretada na urina, 
mas a maior parte é utilizada na síntese de ureia (Fig. 19.1) - quantitativa- 
mente a via mais importante para o descarte do nitrogênio do organismo. Na 
segunda fase do catabolismo dos aminoácidos, descrita no Capítulo 20, os 
esqueletos carbonados dos a-cetoácidos são convertidos em intermediários 
comuns das vias metabólicas produtoras de energia. Esses compostos po- 
dem ser metabolizados a dióxido de carbono (CO,) e água (H,0), glicose, 
ácidos graxos ou corpos cetônicos pelas vias centrais do metabolismo, des- 
critas nos Capítulos 8 a 13 e 16. 


Il. METABOLISMO GERAL DO NITROGÊNIO 





O catabolismo dos aminoácidos é parte do processo maior do metabolismo 
dos compostos nitrogenados. O nitrogênio entra no organismo em uma va- 
riedade de compostos presentes nos alimentos, os mais importantes sendo 
os aminoácidos contidos nas proteínas da dieta. O nitrogênio deixa o orga- 
nismo na forma de ureia, amônia e outros produtos derivados do metabolis- 
mo dos aminoácidos (como a creatinina; ver pág. 287). O papel das proteínas 
corporais nessas transformações envolve dois conceitos importantes: o con- 
junto (pool) dos aminoácidos e a renovação das proteínas. 


A. Conjunto (pool) de aminoácidos 


Os aminoácidos livres estão presentes em todo o organismo, como, por 
exemplo, nas células, no sangue e nos fluidos extracelulares. Para a pre- 
sente discussão, considera-se todos esses aminoácidos como perten- 
centes a uma única entidade, o chamado conjunto dos aminoácidos. 








Argininossuccinato 


Ornitina 


Arginina 








Figura 19.1 

O ciclo da ureia, mostrado como 
parte das vias essenciais do 
metabolismo energético. (Nota: ver 
na Fig. 8.2, pág. 92, um mapa mais 
detalhado do metabolismo.) 

NH, = amônia; CO, = dióxido de 
carbono. 
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RENOVAÇÃO PROTEICA 

A renovação proteica resulta da 
síntese e da degradação simultâneas 
de proteínas. Em adultos alimentados 
e saudáveis, a quantidade total de 
proteína no organismo permanece 
constante, pois a velocidade de 
síntese proteica é suficiente apenas 
para substituir a proteína degradada. 


Proteína da dieta pode 
variar entre ausência de 
proteína (p. ex., no jejum) 

a 600 g/dia (dietas com alto 
conteúdo proteico); uma 
dieta norte-americana típica 
contém 100 g/dia. 


Esse conjunto provém de três fontes: 1) aminoácidos liberados pela hi- 
drólise das proteínas endógenas (dos tecidos), a maioria dos quais é 
reutilizada; 2) aminoácidos derivados de proteínas exógenas (da dieta); 
e 3) aminoácidos não essenciais sintetizados a partir de intermediários 
simples do metabolismo (Fig. 19.2). Por sua vez, esse conjunto pode ser 
desgastado de três formas: 1) síntese de proteínas para o organismo; 
2) utilização de aminoácidos precursores para a síntese de pequenas 
moléculas nitrogenadas essenciais; e 3) conversão dos aminoácidos em 
glicose, glicogênio, ácidos graxos e corpos cetônicos ou oxidação a CO, 
+ H,O (ver Fig. 19.2). Embora o conjunto de aminoácidos seja pequeno 
(contém cerca de 90 a 100 g de aminoácidos), em comparação com 
a quantidade de proteína corporal (cerca de 12 kg em um homem de 
70 kg), ele está, conceitualmente, no centro de todo o metabolismo do 
nitrogênio no organismo. 








Síntese de 
aminoácidos 
não essenciais. 


Proteína 
corporal 
~400 g/dia. 


Conjunto de aminoácidos 





Em indivíduos saudáveis e bem alimentados, a entrada e a saída de 
compostos do conjunto de aminoácidos estão em equilíbrio. Assim, a 
quantidade de aminoácidos no conjunto é mantida constante. Por isso, 
costuma-se dizer que o conjunto de aminoácidos está em estado de 
equilíbrio, e diz-se que o indivíduo está com o balanço nitrogenado 
equilibrado (ver pág. 367). 








Síntese de: 
* Porfirinas 








* Neurotransmissores 
+ Purinas 
| + Pirimidinas 


compostos 


Glicose, 
glicogênio. 


Corpos cetônicos, 
ácidos graxos. 





Os aminoácidos não utilizados 
nas reações de biossíntese são 
queimados como combustível. 























Figura 19.2 

Fontes e destinos dos aminoácidos. 
(Nota: o nitrogênio oriundo da 
degradação dos aminoácidos 

é liberado como amônia, que é 
convertida em ureia e excretada.) 
CO, = dióxido de carbono. 


Renovação das proteínas 


No organismo, a maioria das proteínas é constantemente sintetizada e 
então degradada, permitindo a remoção de proteínas anormais ou des- 
necessárias. Para muitas proteínas, a regulação da síntese determina 
sua concentração na célula, com a degradação proteica apresentando 
menor importância nessa avaliação. Para outras proteínas, a velocidade 
de síntese é constitutiva, ou seja, relativamente constante, e os níveis 
celulares da proteína são controlados por degradação seletiva. 


1. 


Velocidade. Em adultos saudáveis, a quantidade total de proteína 
corporal permanece constante, pois a taxa de síntese proteica é 
suficiente apenas para substituir a proteína degradada. Esse pro- 
cesso, denominado renovação das proteínas, leva à hidrólise e à 
ressiíntese de 300 a 400 g de proteína corporal por dia. A taxa de 
renovação das proteínas varia amplamente de acordo com o tipo de 
proteína. As proteínas de curta duração (p. ex., muitas proteínas re- 
gulatórias e proteínas organizadas de forma errônea) são degrada- 
das rapidamente, apresentando meias-vidas de minutos ou horas. 
As proteínas de longa duração, com meias-vidas de dias a sema- 
nas, constituem a maioria das proteínas celulares. Proteínas estru- 
turais, como o colágeno, são metabolicamente estáveis e apresen- 
tam meias-vidas de meses a anos. 


Degradação proteica. Há dois sistemas enzimáticos principais, 
responsáveis pela degradação de proteínas: o sistema ubiquitina 
(Ub)-proteassomo, dependente de ATP, no citosol, e as enzimas de- 
gradativas dos lisossomos, independentes de ATP. Os proteasso- 
mos degradam seletivamente proteínas danificadas ou de curta du- 
ração. Os lisossomos utilizam hidrolases ácidas (ver pág. 162) para 
degradar, de forma não seletiva, proteínas intracelulares (autofagia) 
e proteínas extracelulares (heterofagia), como proteínas plasmáti- 
cas, as quais são captadas pela célula por endocitose. 


a. Sistema ubiquitina-proteassomo. As proteínas selecio- 
nadas para degradação pelo sistema citosólico ubiquiti- 
na-proteassomo são inicialmente modificadas pela ligação 


Bioquímica Ilustrada 247 





covalente de Ub, uma pequena proteina globular sem ação en- 
zimática altamente conservada entre espécies eucarióticas. A 
ubiquitinação do substrato-alvo ocorre por meio da ligação iso- 
peptídica da a-carboxila da glicina C-terminal da Ub a um gru- 
po g-amino de uma lisina da proteína que serve de substrato, 
em um processo de três etapas catalisado enzimaticamente e 
dependente de ATP. (Nota: a enzima 1 [E1, uma enzima ativado- 
ra] ativa a Ub, que é então transferida para E2 [uma enzima con- 
jugadora]. E3 [uma ligase] identifica a proteína a ser degradada 
e interage com E2-Ub. Há um número muito maior de proteínas 
E3 que de E1 ou E2.) A adição consecutiva de quatro ou mais 
moléculas de Ub a uma proteina-alvo gera uma cadeia poliu- 
biquitinada. As proteínas marcadas com cadeias de ubiquitina 
são então reconhecidas por um grande complexo proteolítico 
macromolecular, com formato de barril, denominado proteasso- 
mo (Fig. 19.3). O proteassomo desenrola, desubiquitina e corta 
a proteína-alvo em fragmentos, posteriormente degradados por 
proteases citosólicas em aminoácidos, que entram no conjun- 
to dos aminoácidos. A Ub é reciclada. Deve-se observar que 
a degradação seletiva de proteínas pelo complexo ubiquitina- 
-proteassomo, ao contrário da simples hidrólise por enzimas 
proteolíticas, requer energia obtida pela hidrólise de ATP. 


b. Sinais para degradação. Uma vez que as proteínas apresen- 
tam meias-vidas distintas, é evidente que a degradação protei- 
ca não pode ser aleatória, devendo ser influenciada por algum 
aspecto estrutural da proteína em questão, que funciona como 
um sinal para a degradação, sendo reconhecido e ligado por 
uma E3. A meia-vida de uma proteina é também influenciada 
pelo resíduo do aminoácido na extremidade amino (N)-terminal, 
o que é denominado regra N-terminal, e, nesse caso, a meia-vi- 
da varia de minutos a horas. Aminoácidos N-terminais que cau- 
sam desestabilização incluem a arginina e aminoácidos modifi- 
cados após a tradução, como a alanina acetilada. A serina, em 
contrapartida, é um aminoácido que aumenta a estabilidade. 
Além disso, proteínas ricas em sequências contendo prolina, 
glutamato, serina e treonina (denominadas sequências PEST, 
devido às designações de uma letra para esses aminoácidos) 
são ubiquitinadas e degradadas rapidamente e, portanto, apre- 
sentam meias-vidas curtas. 


Ill. DIGESTÃO DE PROTEÍNAS DA DIETA 





A maior parte do nitrogênio da dieta é consumida na forma de proteínas, 
perfazendo de 70 a 100 g/dia na dieta típica de um norte-americano (ver 
Fig. 19.2). As proteínas são geralmente grandes demais para serem absor- 
vidas pelo intestino. (Nota: um exemplo de exceção a essa regra é o caso 
de recém-nascidos, que podem absorver anticorpos maternos presentes no 
leite, quando amamentados.) As proteínas, portanto, devem ser hidrolisadas, 
produzindo dipeptídeos e tripeptídeos, além de aminoácidos livres, compos- 
tos estes que podem ser absorvidos. As enzimas proteolíticas responsáveis 
pela degradação das proteínas da dieta são produzidas por três diferentes 
órgãos: estômago, pâncreas e intestino delgado (Fig. 19.4). 


A. Digestão de proteínas por secreção gástrica 


A digestão das proteinas começa no estômago, que secreta o suco gás- 
trico — uma solução ímpar contendo ácido clorídrico (HCI) e a pró-enzima 
pepsinogênio. 














Proteínas destinadas a serem 
1 degradadas são marcadas com 
moléculas de ubiquitina 
(processo dependente de ATP). 


2 As proteínas marcadas 
com ubiquitina são 
reconhecidas pelo 
proteassomo citosólico, 
que desdobra, remove as 
moléculas de ubiquitina e 
transporta as moléculas de 
proteína para o centro 
proteolítico (processo 
também dependente de ATP). 

























Fragmentos peptídicos 
produzidos pelo proteassomo 
são degradados no citosol, 
produzindo aminoácidos. 


Figura 19.3 

A via ubiquitina-proteassomo de 
degradação das proteínas. 

AMP = monofosfato de adenosina; 
PP, = pirofosfato. 
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Figura 19.4 

Digestão de proteínas da dieta 
por enzimas proteolíticas do trato 
gastrintestinal. 





1. 


1. 


Ácido clorídrico. O ácido contido na secreção gástrica está muito 
diluído (pH 2 a 3) para hidrolisar proteínas. O ácido secretado pelas 
células parietais tem, contudo, outras funções: matar algumas bac- 
térias e desnaturar proteínas, tornando-as mais suscetíveis à hidró- 
lise subsequente por proteases. 


Pepsina. A pepsina é uma endopeptidase estável em meio ácido, 
secretada pelas células principais do estômago na forma de zimo- 
gênio inativo (ou pró-enzima), o pepsinogênio. (Nota: em geral, os 
zimogênios contêm aminoácidos adicionais em suas sequências, o 
que os impede de serem cataliticamente ativos. A remoção desses 
aminoácidos permite o dobramento correto necessário para a ati- 
vação da enzima.) Na presença de HCI, o pepsinogênio sofre uma 
alteração conformacional que permite que ele clive a si próprio (au- 
tocatálise), produzindo sua forma ativa, a pepsina, que libera poli- 
peptídeos das proteínas da dieta. 


B. Digestão de proteínas por enzimas pancreáticas 


Ao entrar no intestino delgado, os grandes polipeptídeos produzidos no 
estômago pela ação da pepsina são clivados por um grupo de proteases 
pancreáticas, resultando em oligopeptídeos e aminoácidos. Essas pro- 
teases incluem endopeptidases (hidrolisam ligações no interior da molé- 
cula) e exopeptidases (hidrolisam ligações nas extremidades). (Nota: o 
bicarbonato (HCO, ), secretado pelo pâncreas em resposta ao hormônio 
intestinal secretina, determina um aumento do pH no intestino.) 


Especificidade. Cada uma dessas enzimas apresenta diferente 
especificidade quanto aos grupos R dos resíduos de aminoácidos 
adjacentes à ligação peptídica suscetível (Fig. 19.5). Por exemplo, a 
tripsina cliva apenas quando o grupo carbonila da ligação peptídica 
é fornecido pela arginina ou pela lisina. Essas enzimas, assim como 
a pepsina, descrita anteriormente, são sintetizadas e secretadas na 
forma de zimogênios inativos. 


Liberação de zimogênios. A liberação e a ativação dos zimogê- 
nios pancreáticos são mediadas pela secreção de colecistocinina, 
um hormônio polipeptídico do intestino delgado (ver pág. 176). 

















Figura 19.5 


Hidrólise de proteínas da dieta no intestino delgado por proteases pancreáticas. As ligações peptídicas suscetíveis 
à hidrólise estão mostradas para cada uma das cinco principais proteases pancreáticas. (Nota: as três primeiras 
enzimas são serina-endopeptidases, ao passo que as duas últimas são exopeptidases. Cada uma delas é produzida 


a partir de um zimogênio inativo.) 
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3. Ativação de zimogênios. A enteropeptidase (também chama- 
da de enterocinase) - uma serina-protease sintetizada por células 
da mucosa intestinal e ali presente na superfície luminal (apical) da 
membrana em forma de escova — converte o zimogênio pancreático 
tripsinogênio em tripsina pela remoção de um hexapeptídeo da por- 
ção N-terminal do tripsinogênio. Posteriormente, a tripsina converte 
outras moléculas de tripsinogênio em tripsina pela clivagem de um 
número limitado de ligações peptídicas específicas no tripsinogê- 
nio. A enteropeptidase, desse modo, desencadeia uma cascata de 
atividades proteolíticas, pois a tripsina é o ativador comum de todos 
os zimogênios pancreáticos (ver Fig. 19.5). 


4. Anormalidades digestivas. Em indivíduos com deficiência na se- 
creção pancreática (p. ex., devido à pancreatite crônica, à fibrose 
cística ou à remoção cirúrgica do pâncreas), a digestão e a absorção 
de gorduras e proteínas são incompletas. O resultado é o apareci- 
mento anormal de lipídeos nas fezes (uma condição denominada 
esteatorreia; ver pág. 177), assim como de proteínas não digeridas. 





juízos na absorção resultantes de lesão do intestino delgado, mediada 
pelo sistema imunitário, em resposta à ingestão de glúten (ou de gliadi- 
na, produzida a partir do glúten), uma proteína encontrada no trigo, na 


A doença celíaca (espru celíaco) é uma patologia caracterizada por pre- 
cevada e no centeio. 





C. 


Digestão de oligopeptídeos por enzimas do intestino delgado 


A superfície luminal dos enterócitos contém a enzima aminopeptidase — 
uma exopeptidase que cliva repetidamente o resíduo N-terminal dos oli- 
gopeptídeos, produzindo peptídeos ainda menores e aminoácidos livres. 


Absorção de aminoácidos e 
de pequenos peptídeos pelo intestino 


A maior parte dos aminoácidos livres é captada pelos enterócitos via 
transporte ativo secundário dependente de sódio, utilizando proteínas 
carreadoras de soluto (SLC, do inglês solute carrier) da membrana api- 
cal. São conhecidos pelo menos sete diferentes sistemas de transporte 
com sobreposição de especificidades quanto aos aminoácidos transpor- 
tados. Dipeptídeos e tripeptídeos, contudo, são captados por um trans- 
portador de peptídeos que usa um sistema de cotransporte (do inglês 
symporter) com próton (PepT1). Os peptídeos são então hidrolisados a 
aminoácidos livres. Independentemente de sua origem, os aminoácidos 
livres são liberados dos enterócitos para o sistema porta por transporta- 
dores independentes de sódio da membrana basolateral. Desse modo, 
apenas os aminoácidos livres são encontrados na veia porta após uma 
refeição contendo proteína. Esses aminoácidos são metabolizados pelo 
fígado ou liberados na circulação geral. (Nota: os aminoácidos de cadeia 
ramificada não são metabolizados pelo fígado; em vez disso, são envia- 
dos do fígado para o músculo, via circulação sanguínea.) 


Anormalidades da absorção 


O intestino delgado e os túbulos proximais dos rins têm sistemas de 
transporte em comum para a captação de aminoácidos. Assim sendo, 
um defeito em qualquer desses sistemas resulta em incapacidade para 
absorver determinados aminoácidos pelo intestino e pelos túbulos renais. 
Por exemplo, um sistema de transporte é responsável pela captação de 











l Li 1 
A cistinúria é uma doença de 
reabsorção de cistina e aminoácidos 
dibásicos (lisina, ornitina, arginina) 
filtrados no túbulo proximal. 











A incapacidade de reabsorver 
a cistina leva ao acúmulo e 
subsequente precipitação de 
pedras de cistina no trato 
urinário. 











Figura 19.6 

Defeito genético observado na 
cistinúria. (Nota: a cistinúria é distinta 
da cistinose, um raro defeito do 
transporte da cistina para fora dos 
lisossomos, que resulta na formação 
de cristais de cistina dentro dos 
lisossomos, levando à extensa lesão 
tecidual.) 
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Figura 19.7 

Reação de uma aminotransferase, 
utilizando a.-cetoglutarato como 
aceptor do grupo amino. 

PLP = piridoxal-fosfato. 


B Aspartato-aminotransferase 





A] Alanina-aminotransferase 
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ALT 
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Piruvato Glutamato 








Oxalacetato Glutamato 
AST 
PLP 
Aspartato «-Cetoglutarato 
Figura 19.8 


Reações catalisadas durante o 
catabolismo dos aminoácidos. 

A. Alanina-aminotransferase (ALT). 

B. Aspartato-aminotransferase (AST). 
PLP = piridoxal-fosfato. 


cistina e dos aminoácidos dibásicos ornitina, arginina e lisina (represen- 
tados como “COAL”). Na doença herdada cistinúria, esse sistema de 
carreador apresenta-se deficiente, resultando no aparecimento de todos 
os quatro aminoácidos na urina (Fig. 19.6). A cistinúria ocorre com uma 
frequência de 1 em 7.000 indivíduos, o que a torna uma das doenças 
herdadas mais comuns e o erro genético mais comum no transporte de 
aminoácidos. A doença expressa-se clinicamente pela precipitação de 
cistina, formando pedras renais (cálculos) que bloqueiam o trato urinário. 
A hidratação oral é parte importante do tratamento para essa doença. 
(Nota: defeitos no transporte de triptofano por um transportador de ami- 
noácidos neutros podem resultar na doença de Hartnup e em sintomas 
dermatológicos e neurológicos semelhantes à pelagra [ver pág. 384].) 


IV. REMOÇÃO DO NITROGÊNIO 
A PARTIR DOS AMINOÁCIDOS 





A presença do grupo a-amino mantém os aminoácidos a salvo da degrada- 
ção oxidativa. Sua remoção, essencial para a produção de energia a partir 
de qualquer aminoácido, é um passo obrigatório no catabolismo de todos os 
aminoácidos. Uma vez removido, esse nitrogênio pode ser incorporado em 
outros compostos ou excretado como ureia, enquanto o esqueleto carbona- 
do é metabolizado. Esta seção descreve a transaminação e a desaminação 
oxidativa — reações que fornecem, em última análise, a amônia e o aspartato, 
as duas fontes de nitrogênio para a ureia (ver pág. 253). 


A. Transaminação: afunilando os grupos 
amino na produção de glutamato 


O primeiro passo no catabolismo da maior parte dos aminoácidos é a 
transferência de seu grupo a:-amino para o a-cetoglutarato (Fig. 19.7), 
produzindo um a-cetoácido (derivado do aminoácido original) e gluta- 
mato. O a-cetoglutarato desempenha um papel central no metabolismo 
dos aminoácidos, pois aceita o grupo amino da maior parte dos ami- 
noácidos, tornando-se, então, o glutamato. O glutamato produzido por 
transaminação pode ser desaminado oxidativamente (ver item B, abaixo) 
ou utilizado como doador de grupo amino na síntese de aminoácidos 
não essenciais. Essa transferência de grupos amino de um esqueleto 
carbonado para outro é catalisada por uma família de enzimas denomi- 
nadas aminotransferases (também chamadas de transaminases). Essas 
enzimas são encontradas no citosol e na mitocôndria das células em 
todo o organismo. Todos os aminoácidos, com exceção da lisina e da 
treonina, participam em transaminações em algum ponto de seus cata- 
bolismos. (Nota: esses dois aminoácidos perdem seus grupos a-amino 
por desaminação [ver págs. 265-266].) 


1. Especificidade quanto ao substrato. Cada aminotransferase é 
específica para um ou, no máximo, uns poucos doadores de gru- 
pos amino. As aminotransferases são designadas a partir do doador 
específico do grupo amino, pois o aceptor do grupo amino é qua- 
se sempre o a-cetoglutarato. Duas reações importantes de amino- 
transferases são catalisadas pela alanina-aminotransferase (ALT) e 
pela aspartato-aminotransferase (AST) (Fig. 19.8). 


a. Alanina-aminotransferase (ALT). A ALT está presente em 
muitos tecidos. A enzima catalisa a transferência do grupo ami- 
no da alanina para o a-cetoglutarato, resultando na formação 
de piruvato e glutamato. A reação é facilmente reversível. Du- 
rante o catabolismo dos aminoácidos, no entanto, essa enzima 
(como a maioria das aminotransferases) funciona na direção da 
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síntese de glutamato. (Nota: com efeito, o glutamato atua como 
um coletor de nitrogênio a partir da maioria dos aminoácidos.) 


b. Aspartato-aminotransferase (AST). A AST é uma exceção 
à regra de que as aminotransferases afunilam os grupos amino 
para formar glutamato. Durante o catabolismo dos aminoáci- 
dos, a principal ação da AST é transferir grupos amino do glu- 
tamato para o oxalacetato, formando aspartato, que é utilizado 
como fonte de nitrogênio no ciclo da ureia (ver pág. 255). Assim 
como as outras transaminações, a reação da AST é reversível. 


Mecanismo. Todas as aminotransferases requerem a coenzima 
piridoxal-fosfato (um derivado da vitamina B,; ver pág. 382), que 
está covalentemente ligada ao grupo £-amino de um resíduo espe- 
cífico de lisina no sítio ativo da enzima. As aminotransferases atuam 
transferindo o grupo amino de um aminoácido para a porção pirido- 
xal da coenzima, gerando piridoxamina-fosfato. A forma piridoxami- 
na da coenzima reage, então, com um a-cetoácido para formar um 
aminoácido, ao mesmo tempo regenerando a forma aldeído original 
da coenzima. A Figura 19.9 mostra essas duas reações componen- 
tes para a transaminação catalisada pela AST. 


Equilíbrio. Para a maioria das reações de transaminação, a cons- 
tante de equilíbrio aproxima-se de 1. Isso permite que a reação fun- 
cione em ambos os sentidos: degradação do aminoácido pela re- 
moção do grupo a-amino (p. ex., após o consumo de uma refeição 
rica em proteínas) e biossíntese de aminoácidos não essenciais pela 
adição de grupos amino a esqueletos carbonados de a-cetoácidos 
(p. ex., quando o suprimento de aminoácidos a partir da dieta não for 
adequado para satisfazer as necessidades de síntese das células). 


Valor diagnóstico. As aminotransferases são, normalmente, en- 
zimas intracelulares, de modo que os baixos níveis observados no 
plasma representam a liberação de conteúdos celulares durante a 
renovação celular normal. A presença de níveis plasmáticos ele- 
vados de aminotransferases indica lesão em células ricas nessas 
enzimas. Por exemplo, traumas físicos ou processos patológicos 
podem causar lise celular, resultando na liberação de enzimas intra- 
celulares para o sangue. Duas aminotransferases - AST e ALT - são 
de especial valor diagnóstico quando aparecem no plasma. 


a. Patologias hepáticas. Os níveis plasmáticos de AST e ALT 
estão elevados em quase todas as doenças hepáticas, mas 
estão especialmente altos em condições que causam extensa 
necrose celular, como hepatite viral grave, lesão tóxica e co- 
lapso circulatório prolongado. A ALT é mais específica que a 
AST para doenças hepáticas, mas esta última é mais sensível, 
pois o fígado contém maiores quantidades de AST. Avaliações 
seriais de AST e ALT (testes de função hepática) são frequen- 
temente úteis para a determinação do curso de uma doença 
que cause dano hepático. A Figura 19.10 mostra a liberação 
inicial de ALT no soro após a ingestão de uma toxina hepática. 
(Nota: a bilirrubina sérica elevada resulta de lesão hepatocelu- 
lar, que diminui a conjugação hepática e a excreção de bilirru- 
bina [ver pág. 282].) 


b. Doença não hepática. As aminotransferases podem ter sua 
atividade aumentada no plasma em doenças não hepáticas, 
como aquelas que causam lesão ao músculo esquelético ou 
cardíaco. Essas doenças, no entanto, são em geral clinicamen- 
te distintas das doenças hepáticas. 
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Interconversão cíclica de piridoxal- 
-fosfato e piridoxamina-fosfato, 
durante a reação da aspartato- 
-aminotransferase. (P) = grupo fosfato. 














Número de vezes do aumento 
sobre os valores normais 
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Figura 19.10 


Padrão observado para a ALT e 

para a bilirrubina no plasma após 
envenenamento por ingestão do 
cogumelo tóxico, Amanita phalloides. 
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Desaminação oxidativa catalisada 
pela glutamato-desidrogenase. (Nota: 
a enzima é incomum pelo fato de que 
utiliza tanto NAD* [nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo] quanto 
NADPH [nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato].) NH, = amônia. 





A] Degradação de 
aminoácidos NH. 
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Figura 19.12 


A, B. Ações combinadas das 
reações das aminotransferases e da 
glutamato-desidrogenase. (Nota: a 
aminação redutora ocorre apenas 
quando os níveis de amônia [NH.] 
estão elevados.) 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; 

NADP(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato. 


Desaminação oxidativa: remoção do grupo amino 


Ao contrário das reações de transaminação, que transferem grupos ami- 
no, reações de desaminação oxidativa resultam na liberação do grupo 
amino como amônia livre (Fig. 19.11). Essas reações ocorrem principal- 
mente no fígado e nos rins. Elas fornecem a-cetoácidos, que podem 
entrar nas vias centrais do metabolismo energético, e amônia, fonte de 
nitrogênio na síntese hepática de ureia. (Nota: em solução aquosa, a 
amônia existe principalmente na forma de íon amônio [NH,Y, porém é a 
sua forma não ionizada [NH.] que cruza as membranas.) 


T: 


2. 


Glutamato-desidrogenase (GDH). Como descrito anteriormente, 
os grupos amino da maioria dos aminoácidos são, no final, afuni- 
lados na síntese de glutamato, por meio de transaminação com o 
a-cetoglutarato. O glutamato é singular: é o único aminoácido que 
sofre rápida desaminação oxidativa - uma reação catalisada pela 
glutamato-desidrogenase ([GDH] ver Fig. 19.11). Portanto, a ação 
sequencial da transaminação (resultando na transferência de grupos 
amino da maioria dos aminoácidos para o a-cetoglutarato, produ- 
zindo glutamato), com a subsequente desaminação oxidativa desse 
glutamato (regenerando a-cetoglutarato), fornece uma via por meio 
da qual os grupos amino da maioria dos aminoácidos podem ser 
liberados como amônia. 


a. Coenzimas. A GDH é uma enzima mitocondrial e é singular, 
pois pode utilizar tanto nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
(NAD”) ou sua forma reduzida fosforilada (NADPH) como coen- 
zima (ver Fig. 19.11). O NAD* é utilizado principalmente na de- 
saminação oxidativa (a perda de amônia acoplada à oxidação 
do esqueleto carbonado, como mostrado na Fig. 19.124). Por 
sua vez, o NADPH é utilizado na aminação redutora (o ganho 
de amônia acoplado à redução do esqueleto carbonado, como 
pode ser observado na Fig. 19.12B). 


b. Sentido da reação. O sentido da reação depende das con- 
centrações relativas de glutamato, a-cetoglutarato e amônia e 
da razão entre coenzimas oxidadas e reduzidas. Por exemplo, 
após a ingestão de uma refeição contendo proteína, os níveis 
de glutamato no fígado estão elevados, e a reação ocorre no 
sentido da degradação de aminoácidos e da formação de amô- 
nia (ver Fig. 19.124). São necessários níveis elevados de amô- 
nia para que a reação ande no sentido da síntese de glutamato. 


c. Reguladores alostéricos. O trifosfato de guanosina (GTP, do 
inglês guanosine triphosphate) é inibidor alostérico da GDH, ao 
passo que o difosfato de adenosina (GDP, do inglês guanosine 
diphosphate) é um ativador dessa enzima. Desse modo, quan- 
do os níveis energéticos estão baixos na célula, a degradação 
dos aminoácidos pela GDH está aumentada, facilitando a pro- 
dução de energia a partir dos esqueletos carbonados deriva- 
dos dos aminoácidos. 


D-aminoácido-oxidase (DAO). p-aminoácidos (ver pág. 5) estão 
presentes na dieta, mas não são utilizados na síntese de proteínas 
em mamíferos. Esses aminoácidos, porém, são metabolizados de 
maneira eficiente a a-cetoácidos, amônia e peróxido de hidro- 
gênio nos peroxissomos das células hepáticas e renais por uma 
D-aminoácido-oxidase (DAO) dependente de flavina-adenina-dinu- 
cleotídeo. Os a-cetoácidos resultantes podem entrar nas vias ge- 
rais do metabolismo dos aminoácidos, sendo novamente aminados 
em L-isômeros ou sendo catabolizados para produzir energia. (Nota: 
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a DAO degrada a p-serina, o isômero da serina que modula o re- 
ceptor glutamatérgico do tipo N-metil-o-aspartato [NMDA]. Uma 
atividade aumentada da DAO tem sido relacionada a aumento na 
suscetibilidade à esquizofrenia. A DAO também converte glicina em 
glioxilato [ver pág. 263].) L-Aminoácido-oxidases são encontradas 
em venenos de serpentes. 


C. Transporte da amônia ao fígado 


Dois mecanismos são utilizados em humanos para o transporte da amô- 
nia dos tecidos periféricos até o fígado para sua conversão final em 
ureia. Ambos são importantes no músculo esquelético, embora não se- 
jam exclusivos desse tecido. O primeiro utiliza glutamina-sintetase para 
combinar amônia com glutamato e formar glutamina - uma forma não 
tóxica de transporte da amônia (Fig. 19.13). A glutamina é transportada 
no sangue para o fígado, onde é clivada pela glutaminase para produ- 
zir glutamato e amônia (ver pág. 256). O glutamato sofre desaminação 
oxidativa catalisada pela GDH, produzindo amônia e a-cetoglutarato. A 
amônia é convertida em ureia. O segundo mecanismo de transporte en- 
volve a formação de alanina pela transaminação do piruvato produzido 
a partir da glicólise aeróbia e do metabolismo da succinil-coenzima A 
(CoA), oriunda do catabolismo dos aminoácidos de cadeia ramificada 
isoleucina e valina. A alanina é transportada pelo sangue para o fígado, 
onde é novamente convertida em piruvato por transaminação, pela ALT. 
O piruvato é utilizado na síntese de glicose, que pode ser liberada no 
sangue e ser usada pelo músculo, uma via chamada de ciclo da glicose- 
-alanina. O glutamato produzido pela ALT pode ser desaminado pela 
GDH, gerando amônia. Desse modo, tanto alanina quanto glutamina po- 
dem transportar a amônia para o fígado. 


V. CICLO DA UREIA 





(6) 

Aureia( H,NGNH,) é a principal forma de eliminação dos grupos amino oriun- 
dos dos aminoácidos e perfaz cerca de 90% dos componentes nitrogenados 
da urina. Um átomo de nitrogênio da molécula de ureia é fornecido pela amô- 
nia livre, e o outro nitrogênio é fornecido pelo aspartato. (Nota: o glutamato 
é o precursor imediato de ambos os nitrogênios, o da amônia [por desami- 
nação oxidativa, catalisada pela GDH] e o do aspartato [por transaminação a 
partir do oxalacetato, catalisada pela AST].) O carbono e o oxigênio da ureia 
são derivados do CO, (como HCO,). A ureia é produzida pelo fígado e então 
transportada pelo sangue até os rins, para ser excretada na urina. 


A. Reações 


As duas primeiras reações que levam à síntese de ureia ocorrem na ma- 
triz da mitocôndria, ao passo que as demais enzimas do ciclo estão lo- 
calizadas no citosol (Fig. 19.14). (Nota: a gliconeogênese [ver pág. 117] 
e a síntese do heme [ver pág. 278] também envolvem tanto a matriz 
mitocondrial quanto o citosol.) 


1. Formação do carbamoil-fosfato. A formação de carbamoil-fos- 
fato pela carbamoil-fosfato-sintetase | (CPS |) é impulsionada pela 
clivagem de duas moléculas de ATP. A amônia incorporada no car- 
bamoil-fosfato é fornecida principalmente pela desaminação oxida- 
tiva do glutamato, catalisada pela GDH mitocondrial (ver Fig. 19.11). 
No final, o átomo de nitrogênio originário dessa amônia torna-se um 
dos nitrogênios da ureia. A CPS | requer N-acetilglutamato (NAG) 
como ativador alostérico positivo (ver Fig. 19.14). (Nota: a carba- 
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Figura 19.13 

Transporte da amônia (NH,) do 
músculo para o fígado. 

ADP = difosfato de adenosina; 
P, = fosfato inorgânico; 

CoA = coenzima A. 


254 Denise R. Ferrier 











7 Outros tecidos, além do fígado, usam 
enzimas desta via para produzir arginina. 






















CITOSOL 
HN. 
H,0 2 0-0 
Malat HAN 
pa Ureia A ornitina é regenerada 






e transportada para 
dentro da mitocôndria. 
















Arginase-l 





“Argininossuccinato- 
-liase L-Arginina 





Argininossuccinato 






























Ornitina-transcar- Ò 
A citrulina é sintetizada e bamoilase i 
transportada para fora “0-P=0 
da mitocôndria. o 
Carbamoil- 
-fosfato 
Argininossuccinato- 
AMP -sintetase Pi 
EE 
PP; 
2ADP 
+ 
P; 
L-Citrulina L-Citrulina a Carbamoi 
4 -fosfato-sintetase | 
a CH, 
O grupo amino do aspartato LES 
fornece um dos átomos de coo HCO.” 
nitrogênio da ureia. L-Aspartato E 3 
carbonato fornece o 
Ps NAD* tomo de carbono da ureia. Ms 
NADH + H* 2 ATP 
Oxalacetato 
A amônia livre fornece 
um dos átomos de 
Glutamato a-Cetoglutarato nitrogênio da ureia. 





A enzima apresenta absoluta 
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oxalacetato e é transaminado 
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Figura 19.14 

As reações do ciclo da ureia. (Nota: citrulina e ornitina são transportadas através da membrana mitocondrial interna 
via um sistema de carreador — do inglês antiporter.) ADP = difosfato de adenosina; AMP = monofosfato de adenosina; 
PP, = pirofosfato; P, = fosfato inorgânico; NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; MD = malato-desidrogenase. 
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moil-fosfato-sintetase ll participa na biossíntese das pirimidinas [ver 
pág. 302]. Ela não necessita de NAG, utiliza glutamina como fonte 
de nitrogênio, e a reação ocorre no citosol.) 


Formação da citrulina. A porção carbamoila do carbamoil-fos- 
fato é transferida para a ornitina pela ornitina-transcarbamoilase 
(OTC), enquanto o fosfato é liberado como fosfato inorgânico. O 
produto da reação, a citrulina, é transportado para o citosol. (Nota: 
ornitina e citrulina são transportadas através da membrana mito- 
condrial interna via um carreador (do inglês antiporter). Esses ami- 
noácidos básicos não são incorporados nas proteínas celulares, 
pois não há códons para eles [ver pág. 447].) A ornitina é regenera- 
da a cada volta do ciclo da ureia, de modo bastante semelhante à 
regeneração do oxalacetato pelas reações do ciclo do ácido cítrico 
(ver pág. 109). 


Formação do argininossuccinato. A citrulina condensa-se com 
o aspartato, numa reação catalisada pela argininossuccinato-sinte- 
tase, para formar argininossuccinato. O grupo a-amino do asparta- 
to fornece o segundo nitrogênio que, no final, será incorporado na 
ureia. A formação do argininossuccinato é possibilitada pela cliva- 
gem do ATP em monofosfato de adenosina (AMP, do inglês adeno- 
sine monophosphate) e pirofosfato. Essa é a terceira e última molé- 
cula de ATP consumida na formação da ureia. 


Clivagem do argininossuccinato. O argininossuccinato é cliva- 
do pela argininossuccinato-liase, produzindo arginina e fumarato. A 
arginina formada nessa reação serve como precursor imediato da 
ureia. O fumarato produzido é hidratado, gerando malato, forne- 
cendo um elo de ligação com diversas vias metabólicas. O malato 
pode ser oxidado pela malato-desidrogenase, produzindo oxalace- 
tato, que pode ser transaminado a aspartato (ver Fig. 19.8) e entrar 
no ciclo da ureia (ver Fig. 19.14). Alternativamente, o malato pode 
ser transportado para a mitocôndria via lançadeira do malato (ver 
pág. 80) e entrar novamente no ciclo do ácido cítrico, sendo oxida- 
do a oxalacetato, o qual pode ser usado para a gliconeogênese (ver 
pág. 120). (Nota: a oxidação do malato gera NADH para a fosforila- 
ção oxidativa [ver pág. 77], diminuindo o custo energético do ciclo 
da ureia.) 


Clivagem da arginina a ornitina e ureia. A arginase-l hidrolisa 
a arginina a ornitina e ureia, sendo uma enzima praticamente ex- 
clusiva do fígado. Assim, apenas o fígado pode clivar a arginina, 
sintetizando ureia, enquanto outros tecidos, como os rins, podem 
sintetizar arginina a partir de citrulina. (Nota: a arginase-ll nos rins 
controla a disponibilidade de arginina para a síntese de óxido nítrico 
[ver pág. 150].) 


Destino da ureia. Depois de sair do fígado por difusão, a ureia 
é transportada no sangue até os rins, onde é filtrada e excretada 
na urina (ver Fig. 19.19). Parte da ureia difunde do sangue para o 
intestino, onde é clivada em CO, e amônia pela urease bacteria- 
na. Essa amônia é parcialmente perdida nas fezes e parcialmente 
reabsorvida para o sangue. Em pacientes com insuficiência renal, 
os níveis de ureia no plasma aumentam, promovendo maior trans- 
ferência de ureia do sangue para o intestino. A ação da urease pro- 
duzida pela flora intestinal sobre essa ureia torna-se uma fonte clini- 
camente importante de amônia, contribuindo para a hiperamonemia 
frequentemente observada nesses pacientes. A administração oral 
de antibióticos reduz o número de bactérias intestinais responsáveis 
pela produção dessa amônia. 
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Figura 19.15 

O fluxo do nitrogênio dos 
aminoácidos para a ureia. Os grupos 
amino utilizados na síntese da ureia 
são coletados na forma de amônia 
(NH,) e aspartato. 

NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; HCO, = bicarbonato. 
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Figura 19.16 

Formação e degradação do 
N-acetilglutamato, um ativador 
alostérico da carbamoil-fosfato- 
-sintetase |. CoA = coenzima A. 
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Figura 19.17 
Hidrólise da glutamina, produzindo 
amônia (NH). 
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Figura 19.18 

Síntese da glutamina. ADP = difosfato 
de adenosina; P, = fosfato inorgânico; 
NH, = amônia. 


B. Estequiometria geral 


Aspartato + NH, + HCO; + 3 ATP + H,O > 
ureia + fumarato + 2 ADP + AMP + 2P, + PP, 


Quatro fosfatos de alta energia são consumidos na síntese de cada mo- 
lécula de ureia. Portanto, a síntese da ureia é irreversível, com um AG 
bastante negativo (ver pág. 70). Um átomo de nitrogênio da molécula 
de ureia é fornecido pela amônia livre, e o outro nitrogênio é fornecido 
pelo aspartato. O glutamato é o precursor imediato de ambos os nitrogê- 
nios, o da amônia (por desaminação oxidativa, catalisada pela GDH) e o 
do aspartato (por transaminação a partir do oxalacetato, catalisada pela 
AST). Assim, ambos os átomos de nitrogênio da ureia originam-se efeti- 
vamente do glutamato, que, por sua vez, recolhe o nitrogênio de outros 
aminoácidos (Fig. 19.15). 


C. Regulação 


O NAG é um ativador essencial para a CPS I, o passo limitante da velo- 
cidade do ciclo da ureia. Ele aumenta a afinidade da CPS | pelo ATP. O 
NAG é sintetizado a partir da acetil-CoA e do glutamato pela N-acetilglu- 
tamato-sintase (NAGS), como mostrado na Figura 19.16, em uma reação 
em que a arginina atua como ativador. O ciclo é também regulado pela 
disponibilidade de substrato (regulação de curto prazo) e por indução 
enzimática (a longo prazo). 


VI. METABOLISMO DA AMÔNIA 





A amônia é produzida por todos os tecidos durante o metabolismo de uma 
variedade de compostos e é utilizada principalmente para a formação de 
ureia no fígado. O nível de amônia no sangue, no entanto, deve ser mantido 
muito baixo, pois mesmo concentrações ligeiramente aumentadas (hipera- 
monemia) são tóxicas para o sistema nervoso central (SNC). Desse modo, é 
preciso que haja um mecanismo para o transporte de nitrogênio dos tecidos 
periféricos para o fígado, para que esse nitrogênio possa ser convertido em 
ureia, enquanto são mantidos baixos os níveis circulantes de amônia livre. 


A. Fontes 


Os aminoácidos são, quantitativamente, a mais importante fonte de 
amônia, pois a maior parte das dietas ocidentais apresenta conteúdo 
alto de proteínas, fornecendo excesso de aminoácidos, que viajam ao 
fígado e sofrem transdesaminação — o processo que engloba as reações 
das aminotransferases e da GDH - produzindo amônia. (Nota: o fígado 
cataboliza principalmente aminoácidos de cadeia linear.) Quantidades 
significativas de amônia podem, no entanto, ser obtidas a partir de ou- 
tras fontes. 


1. Glutamina. O catabolismo de aminoácidos de cadeia ramificada 
no músculo esquelético representa uma fonte importante de gluta- 
mina plasmática. A glutamina é captada pelas células do intestino, 
pelo fígado e pelos rins. O fígado e os rins produzem amônia a partir 
da glutamina, pelas ações combinadas da glutaminase (Fig. 19.17) 
e da GDH. Nos rins, a maior parte dessa amônia é excretada na 
urina como NH,”, o que fornece um mecanismo importante para a 
manutenção do balanço acidobásico do organismo, pela excreção 
de prótons. No fígado, a amônia é destoxificada a ureia e excretada. 
(Nota: o «-cetoglutarato, o segundo produto da GDH, é um precur- 
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sor gliconeogênico no fígado e nos rins.) A amônia é também gera- 
da pela glutaminase intestinal. A glutamina obtida pelos enterócitos 
provém do sangue ou da digestão de proteínas da dieta. (Nota: o 
metabolismo da glutamina intestinal também produz alanina, que é 
usada pelo fígado para a gliconeogênese, e citrulina, que é utilizada 
nos rins para sintetizar arginina.) 


2. Bactérias intestinais. A amônia é produzida a partir da ureia por 
ação da urease bacteriana no lúmen intestinal. Essa amônia é ab- 
sorvida pelo intestino, atinge a veia porta e é quase quantitativa- 
mente removida pelo fígado, pela conversão em ureia. 


3. Aminas. As aminas obtidas da dieta e as monoaminas utilizadas 
como hormônios ou neurotransmissores podem produzir amônia 
por ação da monoaminoxidase (ver pág. 286). 


4. Purinas e pirimidinas. No catabolismo das purinas e das pirimidi- 
nas, os grupos amino ligados aos anéis são liberados como amônia 
(ver Fig. 22.15, pág. 300). 


Transporte na circulação 


Apesar de ser produzida constantemente nos tecidos, a amônia está 
presente em níveis muito baixos no sangue. Isso acontece devido à rá- 
pida remoção da amônia do sangue pelo fígado e ao fato de que muitos 
tecidos (em especial o músculo) liberam o nitrogênio dos aminoácidos 
na forma de glutamina ou alanina, em vez de liberá-lo como amônia livre 
(ver Fig. 19.13). 


1. Ureia. A formação de ureia no fígado é, quantitativamente, a via 
mais importante de eliminação da amônia. A ureia circula no san- 
gue, do fígado para os rins, onde passa pela filtração glomerular. 


2. Glutamina. Essa amida do ácido glutâmico fornece uma forma 
de armazenamento e de transporte não tóxicos para a amônia (Fig. 
19.18). A formação de glutamina a partir de glutamato e de amô- 
nia, pela glutamina-sintetase, requer ATP e ocorre principalmente 
no músculo esquelético e no fígado, mas também é importante 
no SNC, sendo o principal mecanismo de remoção da amônia no 
encéfalo. A glutamina é encontrada no plasma em concentrações 
mais altas que outros aminoácidos — achado consistente com sua 
função de transporte. (Nota: o fígado mantém baixos os níveis de 
amônia no sangue por meio das ações da glutaminase, da GDH e 
do ciclo da ureia nos hepatócitos periportais [próximos ao influxo 
sanguíneo] e por meio da ação da glutamina-sintetase nos hepató- 
citos perivenosos, onde essa enzima funciona como um seques- 
trador de amônia.) O metabolismo da amônia está resumido na 
Figura 19.19. 


Hiperamonemia 


A capacidade do ciclo da ureia no fígado excede as velocidades normais 
de produção de amônia, e os níveis de amônia sérica são normalmen- 
te baixos (5 a 35 umol/L). No entanto, quando a função hepática está 
comprometida, devido a defeitos genéticos no ciclo da ureia ou doença 
hepática, os níveis sanguíneos de amônia podem elevar-se acima de 
1.000 pmol/L. Essa hiperamonemia é uma emergência médica, pois a 
amônia apresenta efeito neurotóxico direto no SNC. Por exemplo, con- 
centrações elevadas de amônia no sangue causam sintomas de intoxica- 
ção por amônia, incluindo tremores, discurso inarticulado, sonolência, vô- 





METABOLISMO 


t 


a-Cetoácidos, 


Glutamato NAD(P)* 


Glutamato- 


Aminotransferases -desidrogenase 


«-Aminoácidos 
t a-Cetoglutarato NAD(P)H 


DIETA 
PROTEÍNA CORPORAL 


Glutamato + ATP 


Glutamina- 
-sintetase 


ADP + Pį 


Glutamina 


Glutaminase 


H20 Glutamato 


H+ 









Nitrogênio 
amídico doado 

em rea 
biossintéticas 


ìl- 
-fosfato- 
-sintetase | 


a Ciclo da ureia 
Ureia 
(SANGUE) 











Figura 19.19 

Metabolismo da amônia (NH.). 

O conteúdo de ureia na urina é 
relatado como nitrogênio ureico 
urinário, ou NUU, ao passo que a 
ureia no sangue é relatada como 
nitrogênio ureico sanguíneo. 

(Nota: as enzimas glutamato- 
-desidrogenase, glutamina-sintetase 
e carbamoil-fosfato-sintetase | fixam 
NH, em moléculas orgânicas.) 
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mito, edema cerebral e visão borrada. Em altas concentrações, a amônia 
pode causar coma e morte. Há dois tipos principais de hiperamonemia. 


fenilacetato, o qual se combina com 1. Adquirida. Doença hepática é uma causa comum de hiperamo- 
pa q a nemia adquirida em adultos e pode ser causada, por exemplo, por 
contendo dois átomos de nitrogênio, uma hepatite viral ou por hepatotoxinas, como o álcool. A cirrose 
é excretada na urina, auxiliando na hepática pode resultar na formação de circulação colateral ao redor 
depuração do nitrogênio que deve do fígado. Em consequência, o sangue da circulação porta é lança- 
ser excretado. E . ES tas cad x 
do diretamente na circulação sistêmica e não tem acesso ao fígado. 
[onma] A conversão de amônia em ureia é, portanto, gravemente prejudica- 
da, levando a níveis elevados de amônia circulante. 
T 2. Congênita. Já foram descritas deficiências genéticas para cada 
uma das cinco enzimas do ciclo da ureia (e da NAGS), com uma pre- 
Fenilacetil-glutamina valência geral de aproximadamente 1 a cada 25.000 nascidos vivos. 
A deficiência da OTC, que é ligada ao X, é a mais comum dessas 
doenças. Afeta predominantemente indivíduos do sexo masculino, 
embora portadores do sexo feminino possam vir a apresentar sin- 
Fenilacetato tomas clínicos. Todas as demais doenças do ciclo da ureia seguem 
Glutamina um padrão de herança autossômica recessiva. Em todos os casos, 
Glutamina Clutamina- v a falha em sintetizar ureia leva à hiperamonemia durante as primei- 
-Sintetase ras semanas após o nascimento. (Nota: a hiperamonemia observada 
Glutamina sbt P E g ss à 
OAE Glutamato com deficiência de arginase é menos grave, pois a arginina contém 
dois nitrogênios a serem eliminados e pode ser excretada na urina.) 
NH3 Ma jy NHs Historicamente, as deficiências de enzimas do ciclo da ureia apre- 
NH3 sentam altas morbidade (sintomas neurológicos) e mortalidade. O 
tratamento inclui a limitação de proteína na dieta, na presença de ca- 
lorias em quantidade suficiente para prevenir o catabolismo proteico. 
Figura 19.20 A administração de compostos que se ligam covalentemente a ami- 


Tratamento de pacientes com 
deficiência em enzimas do ciclo 

da ureia pela administração de 
fenilbutirato, para ajudar na excreção 
de amônia (NH,). 


noácidos não essenciais, produzindo moléculas com nitrogênio que 
são excretadas na urina, tem aumentado a sobrevida dos pacientes. 
Por exemplo, o fenilbutirato administrado oralmente é convertido em 
fenilacetato. Essa molécula se condensa com a glutamina, formando 
fenilacetilglutamina, que é excretada (Fig. 19.20). 





a 





VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





O nitrogênio entra no organismo em uma variedade de compostos presentes nos alimentos, os mais importantes sendo os 
aminoácidos contidos nas proteínas da dieta. O nitrogênio deixa o organismo na forma de ureia, amônia e outros produtos 
derivados do metabolismo dos aminoácidos (Fig. 19.21). Os aminoácidos livres encontrados no organismo são produzidos pela 
hidrólise de proteínas da dieta, catalisada por proteases ativadas a partir de zimogênios no estômago e no intestino, pela degra- 
dação de proteínas teciduais e pela sintese de novo. Esse conjunto (pool) de aminoácidos é consumido na síntese proteica para 
o organismo ou metabolizado para produzir energia; adicionalmente, esses aminoácidos podem ser utilizados como precursores 
de outros compostos contendo nitrogênio. Aminoácidos livres obtidos a partir da digestão são captados pelos enterócitos via 
transporte ativo secundário dependente de sódio. Pequenos peptídeos são captados por meio de cotransporte com pró- 
tons. Observe que as proteínas de um organismo são simultaneamente degradadas e novamente sintetizadas — processo deno- 
minado renovação das proteínas. A concentração de uma proteína celular pode ser modificada pela regulação de sua síntese 
e sua degradação. Os dois principais sistemas enzimáticos responsáveis pela degradação de proteínas são o sistema citosólico 
ubiquitina/proteassomo, seletivo e dependente de ATP, e as hidrolases ácidas lisossomais, não dependentes de ATP e relati- 
vamente não seletivas. O nitrogênio não pode ser armazenado, e os aminoácidos que excedem as necessidades biossintéticas 
da célula são rapidamente degradados. A primeira fase do catabolismo envolve a transferência dos grupos a:-amino por transa- 
minação dependente de piridoxal-fosfato, catalisada por aminotransferases (transaminases), seguindo-se a desaminação 
oxidativa do glutamato pela glutamato-desidrogenase, formando amônia e os a-cetoácidos correspondentes. Uma parte 
da amônia livre é excretada na urina, parte da amônia é utilizada na conversão de glutamato em glutamina para um transporte 
seguro, mas a maior parte é usada na síntese hepática de ureia, que é quantitativamente a mais importante via para o descarte 
do nitrogênio do organismo. A alanina também transporta nitrogênio para o fígado para ser descartado como ureia. As duas prin- 
cipais causas de hiperamonemia (com suas consequências neurológicas) são as doenças hepáticas adquiridas e as deficiências 
congênitas das enzimas do ciclo da ureia, como a deficiência de ornitina-transcarbamoilase ligada ao X. 
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Figura 19.21 
Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo do nitrogênio. PEST = prolina, glutamato, serina, treonina; 
NH, = amônia; CO, = dióxido de carbono. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


19.1 


19.2 


Nessa reação de transamina- Oxalgestato x 
ção (à direita), quais dos se- 
guintes compostos são os pro- 
dutos X e Y? 
Glutamato Y 


A. Alanina, a-cetoglutarato. 
B. Aspartato, a-cetoglutarato. 
C. Glutamato, alanina. 

D. Piruvato, aspartato. 

Qual das seguintes afirmativas a respeito dos aminoáci- 
dos e seu metabolismo está correta? 


A. Aminoácidos livres são captados pelos enterócitos 
por um único sistema de cotransporte com próton. 

B. Em indivíduos saudáveis e bem alimentados, a en- 
trada de aminoácidos no conjunto de aminoácidos 
do organismo excede a saída. 

C. O fígado utiliza amônia para tamponar prótons. 

D. Aglutamina oriunda do músculo é metabolizada pelo 
fígado e pelo rim, produzindo amônia + um precursor 
gliconeogênico. 

E. O primeiro passo no catabolismo da maioria dos 
aminoácidos é a sua desaminação oxidativa. 

F. A amônia tóxica, gerada a partir do nitrogênio amí- 
dico dos aminoácidos, é transportada no sangue 
como arginina. 


Para as questões 19.3 a 19.5, considere o seguinte contexto. 


Um recém-nascido do sexo feminino parece saudável até atingir 
aproximadamente 24 h de idade, quando se torna letárgica. Um 
exame para sepse mostrou-se negativo. Com 56 horas, a bebê 
começou a mostrar atividade convulsiva focal. Os níveis plasmá- 
ticos de amônia estavam em 887 umol/L (normal: 5 a 35 pmol/L). 
A determinação dos níveis de aminoácidos no plasma mostrou 
aumento marcante de citrulina, mas não de argininossuccinato. 


19.3 


19.4 


19.5 


Qual das seguintes atividades enzimáticas mais prova- 
velmente está deficiente nessa paciente? 

Arginase. 

Argininossuccinato-liase. 
Argininossuccinato-sintetase. 
Carbamoil-fosfato-sintetase |. 
Ornitina-transcarbamoilase. 


Qual dos seguintes compostos também estaria elevado 
no sangue dessa paciente? 

A. Asparagina. 

B. Glutamina. 

C. Lisina. 

D. Ureia. 


Por que uma suplementação com arginina poderia ser 
benéfica para essa paciente? 


moon» 


Resposta correta = B. As reações de transaminação sempre apre- 
sentam um aminoácido e um a-cetoácido como substratos. Os 
produtos da reação também são um aminoácido (correspondendo 
ao a-cetoácido que serviu como substrato) e um a-cetoácido (cor- 
respondendo ao aminoácido que serviu como substrato). Três pares 
aminoácido-a-cetoácido comumente encontrados no metabolismo 
são alanina/piruvato, aspartato/oxalacetato e glutamato/a-ceto- 
glutarato. Nesta questão, o glutamato é desaminado para formar 
a-cetoglutarato, e o oxalacetato é aminado para formar aspartato. 


Resposta correta = D. A glutamina, produzida pelo catabolismo dos 
aminoácidos de cadeia ramificada no músculo, é desaminada pela 
glutaminase, produzindo amônia + glutamato. O glutamato é desa- 
minado pela glutamato-desidrogenase, produzindo amônia + a-ce- 
toglutarato, que pode ser usado na gliconeogênese. Aminoácidos 
livres são captados pelos enterócitos por meio de diversos sistemas 
de cotransporte com o sódio. Indivíduos saudáveis e bem alimen- 
tados apresentam equilibrio quanto ao nitrogênio, isto é, a entrada 
e a saída de nitrogênio do sistema são iguais. O fígado converte 
amônia em ureia, e os rins utilizam a amônia para tamponar prótons. 
O catabolismo dos aminoácidos inicia com a transaminação, que 
gera glutamato. O glutamato, então, sofre desaminação oxidativa. A 
amônia tóxica é transportada como glutamina e alanina. A arginina é 
sintetizada e hidrolisada no ciclo da ureia no fígado. 


Resposta correta = C. Deficiências genéticas em cada uma das cin- 
co enzimas do ciclo da ureia, assim como deficiências na N-acetil- 
-glutamato-sintase, já foram descritas. O acúmulo de citrulina (mas 
não de argininossuccinato) no plasma dessa paciente significa que 
a enzima necessária para a conversão de citrulina em argininossuc- 
cinato (a argininossuccinato-sintetase) tem sua ação prejudicada, 
enquanto a enzima que cliva o argininossuccinato (a argininossuc- 
cinato-liase) é funcional. 


Resposta correta = B. Deficiências das enzimas do ciclo da ureia 
resultam em falha na síntese de ureia e levam à hiperamonemia nas 
primeiras semanas após o nascimento. A glutamina também esta- 
rá elevada, pois atua como forma não tóxica de armazenamento 
e transporte para a amônia. Assim, níveis elevados de glutamina 
acompanham a hiperamonemia. A asparagina e a lisina não apre- 
sentam esse papel de armazenamento para a amônia. A ureia estaria 
diminuída, devido ao prejuízo na atividade do ciclo da ureia. (Nota: a 
alanina também estaria elevada nessa paciente.) 


A arginina seria clivada pela arginase, produzindo ureia e ornitina. A 
ornitina sofreria a ação da ornitina-transcarbamoilase, que a combi- 
na com o carbamoil-fosfato, produzindo a citrulina. A citrulina, con- 
tendo um dos nitrogênios a serem eliminados, seria excretada. 





Aminoácidos: 
degradação 
e síntese 


I. VISÃO GERAL 





A degradação dos aminoácidos envolve a remoção do grupo a«-amino, 
seguindo-se o catabolismo dos a-cetoácidos (esqueletos carbonados) re- 
sultantes. Essas vias convergem para formar sete produtos intermediários: 
oxalacetato, a-cetoglutarato, piruvato, fumarato, succinil-coenzima A (CoA), 
acetil-CoA e acetoacetato. Esses produtos entram diretamente nas vias do 
metabolismo intermediário, resultando na síntese de glicose, corpos cetô- 
nicos ou de lipídeos, ou ainda na produção de energia por sua oxidação a 
dióxido de carbono (CO,) no ciclo do ácido cítrico. A Figura 20.1 fornece 
uma visão geral dessas vias; um resumo mais minucioso é apresentado mais 
adiante, na Figura 20.15 (ver pág. 269). Os aminoácidos não essenciais (Fig. 
20.2) podem ser sintetizados em quantidades suficientes a partir de interme- 
diários do metabolismo ou, como no caso da cisteina e da tirosina, a partir de 
aminoácidos essenciais. Em contrapartida, os aminoácidos essenciais não 
podem ser sintetizados (ou produzidos em quantidades suficientes) pelo or- 
ganismo e, portanto, devem ser obtidos a partir da dieta, a fim de que ocorra 
uma síntese proteica normal. Defeitos genéticos nas vias do metabolismo de 
aminoácidos podem causar doenças graves. 


Il. AMINOÁCIDOS GLICOGÊNICOS E CETOGÊNICOS 





Os aminoácidos podem ser classificados como glicogênicos, cetogênicos 
ou glicocetogênicos, conforme os sete possíveis intermediários produzidos 
durante seu catabolismo (ver Fig. 20.2). 


A. Aminoácidos glicogênicos 


Os aminoácidos cujo catabolismo produz piruvato ou algum interme- 
diário do ciclo do ácido cítrico são denominados glicogênicos. Esses 
intermediários são substratos para a gliconeogênese (ver pág. 118) e, 
portanto, podem originar de forma efetiva a glicose no fígado e no rim. 
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Figura 20.1 

Metabolismo dos aminoácidos, 
mostrado como parte das vias 
essenciais do metabolismo 
energético. (Ver Fig. 8.2, pág. 92, 
para um mapa mais detalhado do 
metabolismo.) CoA = coenzima A; 
CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 20.2 

Classificação dos aminoácidos. 
(Nota: alguns aminoácidos podem 
tornar-se essenciais em certas 
condições. Por exemplo, tem sido 
demonstrado que suplementação 
com glutamina e arginina melhora o 
desfecho em pacientes com trauma, 
infecções pós-operatórias 

e imunossupressão.) 
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Figura 20.3 

Metabolismo da asparagina e do 
aspartato. PLP = piridoxal-fosfato; 
NH, = amônia. 


Aminoácidos cetogênicos 


Os aminoácidos cujo catabolismo produz acetoacetato ou um de seus 
precursores (acetil-CoA ou acetoacetil-CoA) são denominados cetogê- 
nicos (ver Fig. 20.2). O acetoacetato é um dos “corpos cetônicos”, que 
incluem também o 3-hidroxibutirato e a acetona (ver pág. 195). Leucina 
e lisina são os únicos aminoácidos exclusivamente cetogênicos encon- 
trados nas proteínas. Seus esqueletos carbonados não servem de subs- 
trato para a gliconeogênese e, portanto, não podem levar à produção 
efetiva de glicose. 


CATABOLISMO DOS ESQUELETOS 
CARBONADOS DOS AMINOÁCIDOS 





As vias pelas quais os aminoácidos são catabolizados são divididas, por con- 
veniência, de acordo com qual (ou quais) dos sete intermediários listados aci- 
ma é produzido (ou são produzidos) a partir de um determinado aminoácido. 


A. 


Aminoácidos que produzem oxalacetato 


A asparagina é hidrolisada pela asparaginase, produzindo amônia e 
aspartato (Fig. 20.3). O aspartato perde seu grupo amino por transa- 
minação, formando oxalacetato (ver Fig. 20.3). (Nota: algumas células 
leucêmicas de divisão rápida são incapazes de sintetizar asparagina em 
quantidade suficiente para seu crescimento. Isso torna a asparagina um 
aminoácido essencial para essas células, que, portanto, demandam as- 
paragina do sangue. A asparaginase, que hidrolisa a asparagina a aspar- 
tato, pode ser administrada sistemicamente para tratar pacientes com 
leucemia. A asparaginase diminui o nível de asparagina no plasma e, 
assim, priva as células cancerosas de um nutriente essencial.) 


Aminoácidos que produzem a-cetoglutarato via glutamato 


1. Glutamina. A glutamina é convertida em glutamato e amônia pela 
enzima glutaminase (ver pág. 256). O glutamato é convertido em 
a-cetoglutarato, o que pode ocorrer por transaminação ou por de- 
saminação oxidativa pela glutamato-desidrogenase (ver pág. 252). 


2. Prolina. Esse aminoácido é oxidado, produzindo glutamato. O 
glutamato é transaminado ou desaminado oxidativamente, forman- 
do a-cetoglutarato. 


3. Arginina. A arginina é hidrolisada pela arginase, produzindo orni- 
tina (e ureia). (Nota: essa reação ocorre principalmente no fígado, 
como parte do ciclo da ureia [ver pág. 255].) A ornitina é poste- 
riormente convertida em a-cetoglutarato, sendo o semialdeído do 
glutamato um intermediário nessa reação. 


4. MHistidina. Esse aminoácido é desaminado oxidativamente pela 
histidase, produzindo ácido urocânico, o qual subsequentemen- 
te forma N-formiminoglutamato (FIGlu, Fig. 20.4). O FIGlu doa seu 
grupo formimino para o tetra-hidrofolato (THF), produzindo gluta- 
mato, que é degradado conforme descrito anteriormente. (Nota: 
indivíduos com deficiência de ácido fólico excretam quantidades 
aumentadas de FIGlu na urina, especialmente após a ingestão de 
grande quantidade de histidina. O teste de excreção de FIGlu tem 
sido utilizado para diagnosticar deficiência de ácido fólico. Ver na 
pág. 267 uma discussão acerca do ácido fólico, do THF e do meta- 
bolismo de compostos de um carbono.) 
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Figura 20.4 
Degradação da histidina. NH, = amônia 
C. Aminoácidos que produzem piruvato ÇH3 
HCNH;* 
1. Alanina. Esse aminoácido perde seu grupo amino por transami- TA 
nação, formando piruvato (Fig. 20.5). (Nota: o catabolismo do tripto- Alani 
fano produz alanina e, portanto, produz piruvato [ver Fig. 20.10, na «-CETOGLUTARATO 
pág. 265].) Alana 
2. Serina. Esse aminoácido pode ser convertido em glicina, ao mes- pomipranefetmes a 
mo tempo em que o THF torna-se Nº,N -metileno-tetra-hidrofolato 
(Nº,N'º-MTHF), como mostrado na Figura 20.6A. A serina pode tam- ÇHz 
bém ser convertida em piruvato (ver Fig. 20.6B). Ç=0 
coo” 
3. Glicina. Esse aminoácido pode ser convertido em serina pela PIRUVATO 
adição reversível de um grupo metileno do Nº,N'º-MTHF (ver Fig. 
20.6A) ou pode ser oxidado a CO, e amônia pelo sistema de cliva- Figura 20.5 


gem da glicina. (Nota: a glicina pode ser desaminada a glioxilato 
[por uma D-aminoácido-oxidase; ver pág. 253], o qual pode ser oxi- 
dado a oxalato ou transaminado a glicina. A deficiência da transa- 
minase nos peroxissomos do fígado causa uma grande produção 
de oxalato, formação de cálculos de oxalato e dano renal [oxalúria 
primária do tipo 1].) 


4. Cisteína. Esse aminoácido enxofrado sofre dessulfurização, 
produzindo piruvato. (Nota: o sulfato liberado pode ser usado 
para a síntese de 3'-fosfoadenosina-5'-fosfossulfato [PAPS], um 
doador ativado de enxofre para vários aceptores.) A cisteína tam- 
bém pode ser oxidada, produzindo sua forma derivada contendo 
dissulfeto, a cistina. 


5. Treonina. Esse aminoácido é convertido em piruvato na maioria 
dos organismos, mas em humanos essa é uma via secundária (na 
melhor das hipóteses). 


D. Aminoácidos que produzem fumarato 


1. Fenilalanina e tirosina. A hidroxilação da fenilalanina leva à for- 
mação de tirosina (Fig. 20.7). Essa reação irreversível, catalisada 
pela fenilalanina-hidroxilase, uma enzima que requer tetra-hidro- 
biopterina, é a primeira reação no catabolismo da fenilalanina. Des- 
se modo, o metabolismo da fenilalanina e da tirosina mesclam-se, 
levando, por fim, à formação de fumarato e acetoacetato. Portanto, 
a fenilalanina e a tirosina são aminoácidos tanto glicogênicos quan- 
to cetogênicos. 


2. Deficiências hereditárias. Deficiências herdadas nas enzimas do 
metabolismo da fenilalanina e da tirosina levam às doenças fenilce- 
tonúria (PKU, do inglês phenylketonuria) (ver pág. 270), tirosinemia 
(ver pág. 274) e alcaptonúria (ver pág. 274), assim como à condição 
denominada albinismo (ver pág. 273). 


Transaminação da alanina para formar 
o piruvato. PLP = piridoxal-fosfato. 


Glicina —> CO, + NH3 
A] N$,N'ºº.Metileno- 
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Figura 20.6 

A. Interconversão de serina e glicina e 
oxidação da glicina. B. Desidratação 
da serina para formar o piruvato. 

PLP = piridoxal-fosfato; NH, = amônia. 
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Figura 20.7 
Degradação da fenilalanina. 
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E. Aminoácidos que produzem succinil-CoA: metionina 


A metionina é um dos quatro aminoácidos que produzem succinil-CoA. 





Esse aminoácido sulfurado merece atenção especial, pois é convertido 
Metionina em S-adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupos metila no 
ATP metabolismo dos compostos de um carbono (Fig. 20.8). A metionina é 
Metionina- também fonte de homocisteina (Hcy) - metabólito associado à doença 
ia spp vascular aterosclerótica e à trombose (ver pág. 265). 
i i 
1. Síntese de S-adenosilmetionina (SAM). A metionina condensa- 
' -se com o ATP formando SAM - um composto de alta energia, in- 
Adenosina -s* 2P; comum pelo fato de não conter fosfato. Na verdade, a formação de 
CH> SAM é conseguida pela hidrólise de todas as três ligações fosfato 
CH> do ATP (ver Fig. 20.8). 
HCNH;* di ii do cê 
too- 2. Grupo metila ativados O grupo metila ligado ao enxofre na SAM 
encontra-se “ativado” e pode ser transferido por metiltransferases 
S-Adenosilmetionina (SAM) para várias moléculas aceptoras, como a noradrenalina, quando da 
Aceptores de metila sintese de adrenalina. O grupo metila é transferido geralmente para 
DA ias átomos de nitrogênio ou de oxigênio (como no caso da síntese e da 
degradação de adrenalina, respectivamente; ver pág. 286) e, algumas 
Produtos vezes, para átomos de carbono (como no caso da citosina). O produ- 
Adenosina -$ metilados to da reação, S-adenosil-homocisteina (SAH), é um tioéter simples, 
CH, análogo à metionina. Devido à perda de energia livre que acompanha 
CH a reação, a transferência da metila é essencialmente irreversível. 
HCNH;* 3. Hidrólise da S-adenosil-homocisteína (SAH). Após a doação do 
coo” grupo metila, a SAH é hidrolisada, produzindo Hcy e adenosina. A 
S-Adenosil-homocisteina (SAH) Hcy pode ter dois destinos. Se há uma deficiência de metionina, 
Bm. H0 a Hcy pode ser novamente metilada, resultando em metionina (ver 
Fig. 20.8). Se os estoques de metionina são adequados, a Hcy pode 
entrar na via de transulfuração e ser convertida em cisteína. 
Adenosina 
SH oo” H 
H-C-NH3* 
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L-Serina Nº-metiltetra-hidrofolato 
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CHa N- (Metil-B,.) $ N= 

H 


T 
CH3 H 
Tetra-hidrofolato 





Metionina 





























Cistationina- 
-P-sintase 
CH;-S -CH2 Há duas vias principais para a utilização 
HCNH. + da homocisteina. A conversão em 
2 EQ metionina requer folato e coenzimas 
HCNH;* COO derivadas da vitamina B,,; é um 
coo” processo de remetilação. A formação 
Ci ra de cisteína requer vitamina B, (piridoxina) 
istationi H e é um processo de transulfuração — 
20 o enxofre da metionina se torna o 
»Cistationase enxofre da cisteína. 
a-Cetobutirato + NH3 
Cisteína 
Figura 20.8 





Degradação e ressíntese da metionina. (Nota: a ressíntese da metionina a partir da homocisteína é a única reação 
em que o tetra-hidrofolato carrega e doa um grupo metila [-CH,]. Em todas as outras reações, o carreador e doador 
de grupos metila é a SAM.)* PP, = pirofosfato; P, = fosfato inorgânico; NH, = amônia. 

*N. de T. A estrutura do tetra-hidrofolato está representada apenas parcialmente (ver Fig. 20.12 para a estrutura desse composto). 
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4. 


a. Nova síntese de metionina. A Hcy aceita um grupo metila do 
Nº-metiltetra-hidrofolato (Nº-MTHF), em reação que exige me- 
tilcobalamina, uma coenzima derivada da vitamina B,, (ver pág. 
379). (Nota: o grupo metila é transferido pela metionina-sintase 
do derivado da B,, para a Hcy, regenerando a metionina. A co- 
balamina é novamente metilada utilizando Nº-MTHF) 


b. Síntese de cisteína. A Hcy combina-se com a serina, for- 
mando cistationina, que, hidrolisada, produz a-cetobutirato e 
cisteína (ver Fig. 20.8). Essa sequência de reações necessita 
de vitamina B, e apresenta o efeito líquido de converter seri- 
na em cisteína e Hcy em a-cetobutirato, que é descarboxilado 
oxidativamente, formando propionil-Coa. Este é convertido em 
succinil-CoA (ver Fig. 16.20, pág. 195). A Hcy é sintetizada a 
partir do aminoácido essencial metionina. Por isso, a cisteina 
não é um aminoácido essencial, desde que estejam disponíveis 
quantidades suficientes de metionina. 


Relação da homocisteína com doenças vasculares. Níveis ele- 
vados de Hcy no plasma promovem dano oxidativo, inflamação e dis- 
função endotelial, além de representar um fator de risco independen- 
te para doença vascular oclusiva, como doença cardiovascular (DCV) 
e acidente vascular encefálico (Fig. 20.9). Aumentos moderados 
(hiper-homocisteinemia) são observados em cerca de 7% da popula- 
ção. Estudos epidemiológicos têm mostrado que os níveis plasmáti- 
cos de Hcy estão inversamente relacionados aos níveis plasmáticos 
de folato, B,, e Bẹ, as três vitaminas envolvidas na conversão de Hcy 
em metionina ou cisteína. Suplementando-se a dieta com essas vi- 
taminas, consegue-se uma redução dos níveis circulantes de Hoy. 
Em pacientes com doença cardiovascular já presente, no entanto, a 
terapia vitamínica não diminui a ocorrência de eventos cardiovascu- 
lares ou de morte. Isso levanta a seguinte questão: a Hcy causa dano 
vascular ou é apenas um marcador deste? (Nota: grandes aumen- 
tos nos níveis plasmáticos de Hcy são observados em resultado de 
deficiências raras na cistationina-B-sintase da via de transulfuração 
em pacientes com homocistinúria clássica [resultado de uma grave 
hiper-homocisteinemia: > 100 umol/L; ver pág. 273].) Deficiências na 
reação de remetilação também resultam em aumento na Hcy. 





Níveis elevados de homocisteína e redução nos níveis de ácido fólico 
em gestantes estão associados ao aumento na incidência de defeitos 
do tubo neural (fechamento inapropriado, como na espinha bífida) no 
feto. A suplementação com folato no período da concepção reduz o 
risco de tais defeitos. 





F. Outros aminoácidos que produzem succinil-CoA 


A degradação de valina, isoleucina e treonina também resulta na produ- 
ção de succinil-CoA — intermediário do ciclo do ácido cítrico e substrato 
para a gliconeogênese. (Nota: esse composto é metabolizado a piruvato.) 


1. 


Valina e isoleucina. Esses são aminoácidos de cadeia ramifica- 
da, que produzem propionil-CoA, que é convertido em metilmalonil- 
-CoA e, então, em succinil-CoA, em reações que necessitam de 
biotina e vitamina B,,. 


Treonina. A treonina é desidratada, produzindo a-cetobutirato, 
que é convertido em propionil-CoA, precursor de succinil-CoA. O 
propionil-CoA é, portanto, gerado pelo catabolismo dos aminoáci- 
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Figura 20.9 

Associação entre mortalidade 
por doença cardiovascular e 
homocisteína total no plasma. 
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Metabolismo do triptofano pela via da 
quinurenina (abreviado). 

CoA = coenzima A; 

PRPP = fosforribosil pirofosfato; 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo. 
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Figura 20.11 

Degradação da leucina, da valina e da 
isoleucina. (Nota: a B-metilcrotonil- 
-CoA-carboxilase é uma das quatro 
carboxilases discutidas neste livro 
que utiliza biotina como coenzima. 

As outras três são a piruvato- 
-carboxilase, a acetil-CoA-carboxilase 
e a propionil-CoA-carboxilase.) 

TPP = pirofosfato de tiamina; 

FAD = flavina-adenina-dinucleotídeo; 
CoA = coenzima A; 

NAD = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; 3. 
HMG = hidroximetilglutarato. 


dos metionina, valina, isoleucina e treonina. (Nota: propionil-CoA é 
também produzido pela oxidação de ácidos graxos com número 
ímpar de carbonos [ver pág. 193].) 


G. Aminoácidos que produzem acetil-CoA ou acetoacetil-CoA 


Triptofano, leucina, isoleucina e lisina produzem acetil-CoA ou acetoa- 
cetil-CoA diretamente, sem produção de piruvato como intermediário. 
Como foi mencionado anteriormente, a fenilalanina e a tirosina também 
produzem acetoacetato durante seu catabolismo (ver Fig. 20.7). Portanto, 
há um total de seis aminoácidos parcial ou completamente cetogênicos. 


Triptofano. Esse aminoácido é tanto glicogênico quanto cetogê- 
nico, pois seu catabolismo produz alanina e acetoacetil-CoA (Fig. 
20.10). (Nota: o quinolinato, produzido no catabolismo do triptofano, 
é utilizado na síntese de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo [NAD; 
ver pág. 383].) 


Leucina. Esse aminoácido é exclusivamente cetogênico, pois seu 
catabolismo produz acetil-CoA e acetoacetato (Fig. 20.11). As duas 
primeiras reações no catabolismo da leucina e de outros aminoáci- 
dos de cadeia ramificada, isoleucina e valina, são catalisadas por 
enzimas que utilizam todos os três aminoácidos de cadeia ramifica- 
da (ou seus derivados) como substratos (ver item H, abaixo). 


Isoleucina. A isoleucina é um aminoácido tanto cetogênico quanto 
glicogênico, pois seu metabolismo produz acetil-CoA e propionil-CoA. 


Lisina. A lisina, aminoácido exclusivamente cetogênico, é inco- 
mum porque nenhum de seus grupos amino sofre transaminação 
como primeiro passo de seu catabolismo. A lisina é convertida, ao 
final, em acetoacetil-CoA. 


H. Degradação de aminoácidos de cadeia ramificada 


Os aminoácidos de cadeia ramificada (isoleucina, leucina e valina) são 
aminoácidos essenciais. Ao contrário de outros aminoácidos, são meta- 
bolizados principalmente por tecidos periféricos (em especial músculo), 
em vez de o serem pelo fígado. Uma vez que esses três aminoácidos 
possuem rota catabólica semelhante, é conveniente descrevê-los como 
um grupo (ver Fig. 20.11). 


Transaminação. A remoção dos grupos amino de todos esses 
três aminoácidos para o a-cetoglutarato é catalisada por uma única 
enzima que requer vitamina B,, a aminotransferase dos aminoácidos 
de cadeia ramificada, cuja expressão ocorre principalmente no mús- 
culo esquelético. 


Descarboxilação oxidativa. A remoção do grupo carboxila dos 
at-cetoácidos derivados da leucina, da valina e da isoleucina é cata- 
lisada por um único complexo multienzimático, o complexo da desi- 
drogenase dos a-cetoácidos de cadeia ramificada. Esse complexo 
utiliza tiamina-pirofosfato, ácido lipoico, flavina-adenina-dinucleoti- 
deo na forma oxidada (FAD), NAD* e CoA como coenzimas e produz 
NADH. (Nota: essa reação é semelhante à conversão de piruvato em 
acetil-CoA pelo complexo da piruvato-desidrogenase [PDHC, do in- 
glês pyruvate dehydrogenase complex] [ver pág. 109] e à oxidação do 
a-cetoglutarato em succinil-CoA pelo complexo da a-cetoglutarato- 
-desidrogenase [ver pág. 112].) O componente di-hidrolipoil-desidro- 
genase (Enzima 3, ou E3) é idêntico em todos os três complexos.) 


Desidrogenação. A oxidação dos produtos formados na reação 
anterior gera derivados acil-CoA a-p-insaturados e FADH,. Es- 
sas reações são análogas à desidrogenação dependente de FAD 
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descrita na B-oxidação dos ácidos graxos (ver pág. 192). (Nota: a 
deficiência da desidrogenase específica para isovaleril-CoA causa 
problemas neurológicos e está associada ao odor de “pés suados” 
nos fluidos orgânicos.) 


4. Produtos finais. Ao final do catabolismo da isoleucina, são pro- 
duzidos acetil-CoA e succinil-CoA, de modo que esse aminoácido é 
tanto cetogênico quanto glicogênico (i.e., glicocetogênico). A valina 
produz succinil-CoA: é um aminoácido glicogênico. A leucina é ceto- 
gênica, sendo metabolizada a acetoacetato e acetil-CoA. Além disso, 
NADH e FADH, são produzidos nas reações de descarboxilação e de 
desidrogenação, respectivamente. (Nota: o catabolismo dos aminoá- 
cidos de cadeia ramificada também acaba produzindo glutamina e 
alanina, que são enviadas do músculo para o sangue [ver pág. 253].) 


IV. ÁCIDO FÓLICO E O METABOLISMO DOS AMINOÁCIDOS 





Certas vias biossintéticas necessitam da adição de grupos de um carbono. 
Essas “unidades de um carbono” podem existir em vários estados de oxi- 
dação, incluindo formila, metenila, metileno e metila. Essas unidades de um 
carbono podem ser transferidas a partir de compostos carregadores, como o 
ácido tetra-hidrofolato (THF) e a S-adenosilmetionina (SAM), para estruturas 
específicas em estado de síntese ou modificação. O “conjunto de grupos de 
um carbono” refere-se a unidades de um carbono ligadas a esses transpor- 
tadores. (Nota: o CO, - oriundo do bicarbonato [HCO, ] - é transportado pela 
vitamina biotina [ver pág. 385], a qual é um grupo prostético na maior parte 
das reações de carboxilação, mas não é considerada um membro do conjun- 
to de compostos doadores de grupos de um carbono. Defeitos na capacida- 
de de adicionar ou remover biotina de carboxilases resultam em deficiências 
de múltiplas carboxilases. O tratamento é a suplementação com biotina.) 


A. Ácido fólico e o metabolismo de um carbono 


A forma ativa do ácido fólico, o ácido tetra-hidrofolato (THF), é pro- 
duzida a partir do folato pela di-hidrofolato-redutase, em uma reação 
de dois passos que demanda duas moléculas de nicotinamida-adeni- 
na-dinucleotídeo fosfato (NADPH). A unidade de um carbono transpor- 
tada pelo THF está ligada ao Nº ou ao N” ou a ambos, Nº e N”. A Figura 
20.12 mostra as estruturas de vários membros da família THF e suas 
interconversões, e indica as fontes das unidades de um carbono e as 
reações sintéticas em que cada componente participa. (Nota: a defi- 
ciência de folato apresenta-se como uma anemia megaloblástica, que é 
causada pela disponibilidade reduzida de purinas e de monofosfato de 
timidina, necessários para a síntese de DNA [ver pág. 303].) 


V. BIOSSÍNTESE DE AMINOÁCIDOS NÃO ESSENCIAIS 





Os aminoácidos não essenciais são sintetizados a partir de intermediários do 
metabolismo ou, no caso da tirosina e da cisteína, a partir dos aminoácidos es- 
senciais fenilalanina e metionina, respectivamente. As reações de síntese para 
os aminoácidos não essenciais são descritas a seguir e resumidas na Figura 
20.15. (Nota: alguns aminoácidos encontrados em proteínas, como a hidroxi- 
prolina e a hidroxilisina [ver pág. 45], são produzidos por modificação pós-tra- 
ducional [após a incorporação na proteína] de seus aminoácidos precursores.) 


A. Síntese a partir de a-cetoácidos 


Alanina, aspartato e glutamato são sintetizados por transferência de um 
grupo amino para os a-cetoácidos piruvato, oxalacetato e a-cetogluta- 
rato, respectivamente. Essas reações de transaminação (Fig. 20.13; ver 
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Figura 20.12 

Resumo das interconversões e dos 
usos do carregador tetra-hidrofolato 
(THF). (Nota: Nº,N'º-metenil-THF 
também pode ser produzido a 

partir do Nº-formimino-THF [ver 

Fig. 20.4].) NADP(H) = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato; 
NAD(H) = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo; TMP = monofosfato 
de timidina; dUMP = monofosfato de 
desoxiuridina; MTHFR = Nº,N'º- 
-metileno-tetra-hidrofolato-redutase. 
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Figura 20.13 

Formação de alanina, aspartato 
e glutamato a partir de seus 
a-cetoácidos correspondentes 
por transaminação. 


PLP = piridoxal-fosfato. Cc. 
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Figura 20.14 


Incidência de doenças herdadas do E. 


metabolismo dos aminoácidos. 
(Nota: a cistinúria é o mais comum 
erro genético relacionado ao 
transporte dos aminoácidos.) 


também pág. 250) são as vias biossintéticas mais diretas. O glutamato 
é incomum, pois pode ser sintetizado por reversão da desaminação oxi- 
dativa, catalisada pela glutamato-desidrogenase, quando os níveis de 
amônia estão altos (ver pág. 252). 


Síntese por amidação 


1. Glutamina. Esse aminoácido, que tem uma ligação amida com a 
amônia na y-carboxila, é formado a partir do glutamato pela gluta- 
mina-sintetase (ver Fig. 19.18, pág. 256). A reação é impulsionada 
pela hidrólise de ATP. Além de produzir a glutamina para a síntese 
proteica, essa reação também serve como um importante mecanis- 
mo para o transporte da amônia em uma forma não tóxica. (Ver pág. 
256 para uma discussão acerca do metabolismo da amônia.) 


2. Asparagina. Esse aminoácido, que apresenta uma ligação amida 
com a amônia na B-carboxila, é formado a partir do aspartato pela 
asparagina-sintetase, utilizando a glutamina como doadora da amida. 
Da mesma forma que para a síntese de glutamina, a reação requer 
ATP, e seu equilíbrio está deslocado no sentido da síntese da amida. 


Prolina 


O glutamato é convertido em prolina, via semialdeído do glutamato, por 
reações de ciclização e redução. (Nota: o semialdeído pode também so- 
frer transaminação, produzindo ornitina.) 


Serina, glicina e cisteína 
As vias de síntese desses aminoácidos estão interconectadas. 


1. Serina. Esse aminoácido provém do 3-fosfoglicerato, intermediário 
da glicólise (ver Fig. 8.18, pág. 101), que é oxidado primeiramente a 
3-fosfopiruvato e, então, transaminado a 3-fosfosserina. A serina é 
formada por hidrólise do éster de fosfato. A serina pode também ser 
produzida a partir da glicina, por meio da transferência de um grupo 
hidroximetila pela serina-hidroximetiltransferase, utilizando Nº,N'º- 
-MTHF como doador do grupo de um carbono (ver Fig. 20.64). (Nota: 
a síntese de selenocisteína [Sec], o 21º aminoácido codificado gene- 
ticamente, ocorre a partir da serina e de selênio [ver pág. 407], en- 
quanto a serina está ligada ao RNA transportador. A Sec é encontrada 
em aproximadamente 25 proteínas humanas, incluindo a glutationa- 
-peroxidase [ver pág. 148] e a tiorredoxina-redutase [ver pág. 297].) 


2. Glicina. Esse aminoácido é sintetizado a partir da serina por meio 
da remoção do grupo hidroximetila, também catalisada pela serina- 
-hidroximetiltransferase (ver Fig. 20.64). O aceptor do grupo de um 
carbono é o THF. 


3. Cisteína. Esse aminoácido é sintetizado por duas reações con- 
secutivas, em que a Hcy combina-se com a serina, formando cis- 
tationina, que, por sua vez, é hidrolisada a a-cetobutirato e cisteína 
(ver Fig. 20.8). (Nota: a Hcy é derivada da metionina, como descrito 
na pág. 264. Sendo a metionina um aminoácido essencial, a síntese 
da cisteína pode ser mantida apenas se a ingestão de metionina na 
dieta for adequada.) 


Tirosina 


A tirosina é produzida a partir da fenilalanina, pela fenilalanina-hidroxilase 
(ver pág. 263). A reação requer oxigênio molecular e a coenzima tetra- 
-hidrobiopterina (BH,), que pode ser sintetizada a partir de trifosfato de 
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Essa doença deve-se a uma deficiência na 
desidrogenase dos a-cetoácidos de cadeia ramificada. 


Os níveis dos a-aminoácidos de cadeia ramificada e de seus 
a-cetoácidos análogos estão aumentados no plasma e na urina. 


Problemas neurológicos são comuns. A doença possui um 
alto índice de mortalidade. 


O tratamento envolve restrição da ingestão de aminoácidos 
de cadeia ramificada na dieta. 
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e retardo mental. 
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Figura 20.15 


Resumo do metabolismo dos aminoácidos em humanos. Deficiências enzimáticas geneticamente determinadas estão 
resumidas nos quadros brancos. Compostos nitrogenados derivados dos aminoácidos são mostrados nos pequenos 
quadros amarelos. A classificação dos aminoácidos está codificada por cores: vermelho = glicogênicos; 

marrom = glicocetogênicos; verde = cetogênicos. Compostos em LETRAS MAIÚSCULAS AZUIS são 

os sete metabólitos para os quais converge o metabolismo de todos os aminoácidos. CoA = coenzima A; 


NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo. 
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Uma deficiência na fenilalanina- 
-hidroxilase resulta na doença 
denominada fenilcetonúria 

(PKU, do inglês phenylketonuria). 
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guanosina (GTP, do inglês guanosine triphosphate). Um átomo de oxi- 
gênio molecular torna-se o grupo hidroxila da tirosina; o outro átomo é 
reduzido a água. Durante a reação, BH, é oxidada a di-hidrobiopterina 
(BH,). BH, é regenerada a partir de BH,, em uma reação dependente de 
NADH, catalisada pela di-hidropteridina-redutase. A tirosina, a exemplo 
da cisteína, é sintetizada a partir de um aminoácido essencial. Portanto, 
comporta-se como não essencial apenas na presença de quantidades 
adequadas de fenilalanina na dieta. 


DISTÚRBIOS DO METABOLISMO DOS AMINOÁCIDOS 





Esses distúrbios por alterações de um único gene, um subconjunto de erros 


inatos do metabolismo, são causados por mutações que geralmente resul- 
tam em proteínas (frequentemente enzimas) anormais. As deficiências he- 
reditárias podem expressar-se como perda total da atividade da enzima ou, 
com mais frequência, como deficiência parcial da atividade catalítica. Sem 
tratamento, os defeitos hereditários do metabolismo dos aminoácidos resul- 
tam quase invariavelmente em retardo mental ou em outras anormalidades 
do desenvolvimento, como resultado do acúmulo danoso de metabólitos. 
Embora mais de 50 dessas doenças tenham sido descritas, muitas são ra- 
ras, ocorrendo com frequência de menos de 1 para 250.000 na maioria das 
populações (Fig. 20.14). Coletivamente, entretanto, constituem uma porção 
muito significativa das doenças genéticas pediátricas (Fig. 20.15). 


A. Fenilcetonúria 


A fenilcetonúria (PKU, do inglês phenylketonuria) é o erro inato do me- 
tabolismo dos aminoácidos mais comumente encontrado na clínica 
(incidência 1:15.000). Essa doença é causada por uma deficiência da 
fenilalanina-hidroxilase (Fig. 20.16). Bioquimicamente, a fenilcetonúria 
caracteriza-se por hiperfenilalaninemia. A fenilalanina está presente em 
altas concentrações (dez vezes o valor normal) não apenas no plasma, 
mas também na urina e nos tecidos do organismo. A tirosina, que nor- 
malmente é formada a partir da fenilalanina pela fenilalanina-hidroxilase, 
está deficiente. O tratamento inclui restrição dietética de fenilalanina e 
suplementação com tirosina. (Nota: a hiperfenilalaninemia pode ser cau- 
sada também por deficiências raras de qualquer uma das enzimas que 
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Uma deficiência na di-hidropteridina-redutase ou em qualquer uma das enzimas da síntese 
de BH, leva à hiperfenilalaninemia e à redução na síntese de catecolaminas e de serotonina. 















Figura 20.17 


Reações biossintéticas envolvendo aminoácidos e tetra-hidrobiopterina. (Nota: as hidroxilases dos aminoácidos 
aromáticos utilizam BH, e não PLP [piridoxal-fosfato].) NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; GTP = trifosfato 
de guanosina; DOPA = 1-3,4-di-hidroxifenilalanina; O, = oxigênio. 


Bioquímica Ilustrada 271 





sintetizam a coenzima BH, ou de di-hidropteridina-redutase, que rege- 
nera BH, a partir de BH, [Fig. 20.17]. Tais deficiências aumentam indire- 
tamente as concentrações de fenilalanina, pois a fenilalanina-hidroxilase 
requer BH, como coenzima. A BH, é necessária também para a tirosina- 
-hidroxilase e para a triptofano-hidroxilase, que catalisam reações na 
síntese de neurotransmissores, como as catecolaminas e a serotonina. 
A simples restrição de fenilalanina na dieta não reverte os efeitos sobre 
o sistema nervoso central [SNC] causados por deficiência nesses neuro- 
transmissores. A terapia de suplementação com BH, e a reposição com 
L-3,4-di-hidroxifenilalanina e 5-hidroxitriptofano [produtos das reações 
catalisadas pelas enzimas afetadas, tirosina-hidroxilase e triptofano-hi- 
droxilase] melhoram o quadro clínico nessas formas variantes de hiper- 
fenilalaninemia, embora a resposta desses pacientes seja imprevisível.) 





veis, incluindo erros inatos do metabolismo dos aminoácidos, é reali- 
zada por espectrometria de massa em tandem do sangue obtido a 
partir de uma picada no calcanhar. Nos Estados Unidos, por lei, todos 
os recém-nascidos são triados para mais de 20 doenças, com alguns 


A triagem de recém-nascidos, para investigar diversas doenças tratá- 
estados fazendo essa triagem para mais de 50 doenças.* 





1. Características adicionais. Como o nome sugere, a fenilcetonú- 
ria caracteriza-se também por níveis elevados de uma fenilacetona 
na urina. 


a. Aumento de metabólitos da fenilalanina. Fenilpiruvato (uma 
fenilacetona), fenilactato e fenilacetato, normalmente não pro- 
duzidos em quantidades significativas na presença de fenilala- 
nina-hidroxilase funcional, apresentam-se elevados na fenilce- 
tonúria (Fig. 20.18). Esses metabólitos dão à urina um odor de 
mofo característico (ou “de camundongo”). 


b. Efeitos sobre o sistema nervoso central. Incapacidade 
intelectual grave, retardo no desenvolvimento, microcefalia e 
crises convulsivas são achados característicos da fenilcetonú- 
ria não tratada. Os indivíduos afetados geralmente apresentam 
sintomas de deficiência intelectual em torno de 1 ano de ida- 
de e raramente alcançam um quociente intelectual (QI) > 50 
(Fig. 20.19). (Nota: essas manifestações clínicas são raramente 
observadas hoje, como resultado dos programas de triagem 
neonatal, que possibilitam diagnóstico e tratamento precoce.) 


c. Hipopigmentação. Os pacientes com fenilcetonúria não trata- 
da podem apresentar deficiência na pigmentação (cabelo e pele 
claros, olhos azuis). A hidroxilação da tirosina pela tirosinase, 
uma enzima que requer cobre, é o primeiro passo na formação 
do pigmento melanina. A atividade dessa enzima encontra-se 
reduzida na fenilcetonúria, em função da diminuição da tirosina. 


2. Triagem de recém-nascidos e diagnóstico. O diagnóstico pre- 
coce da fenilcetonúria é importante, pois a doença é tratável por 
meio de dieta adequada. Devido à ausência de sintomas neonatais, 
testes laboratoriais para níveis elevados de fenilalanina no sangue 
são obrigatórios para a detecção. No entanto, o bebê com fenilce- 
tonúria frequentemente apresenta níveis sanguíneos normais de fe- 
nilalanina ao nascimento, pois a mãe depura os níveis aumentados 


*N. de T. No Brasil, o teste também é obrigatório. O Programa de Triagem Neonatal do 
Sistema Unico de Saúde cobre algumas doenças, entre elas a fenilcetonúria. Todos 
eles fazem triagem para a fenilcetonúria. 
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Figura 20.18 

Vias do metabolismo da fenilalanina 
em indivíduos normais e em 
pacientes com fenilcetonúria. 
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Figura 20.19 

Prejuízo intelectual típico em 
pacientes de diferentes idades com 
fenilcetonúria não tratada. 

QI = quociente intelectual. 
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Figura 20.20 

Alterações nos escores de quociente 
intelectual (QI) após interrupção 

de uma dieta com baixo conteúdo 
de fenilalanina, em pacientes com 
fenilcetonúria. 


de fenilalanina no sangue do feto afetado, por meio da placenta. 
Níveis normais de fenilalanina podem persistir até o recém-nascido 
ser exposto a 24 a 48 horas de alimentação com proteína. Assim, 
para evitar falsos negativos, os testes de triagem são normalmente 
realizados após esse período. Para recém-nascidos com teste de 
triagem positivo, o diagnóstico é confirmado por meio da determi- 
nação quantitativa dos níveis de fenilalanina. 


Diagnóstico pré-natal. A fenilcetonúria clássica é causada por 
uma entre 100 ou mais mutações diferentes no gene que codifica a 
fenilalanina-hidroxilase. A frequência de uma determinada mutação 
varia entre as populações. Em geral, a doença é duplamente hete- 
rozigota, ou seja, o gene da fenilalanina-hidroxilase apresenta uma 
mutação diferente em cada alelo. Apesar dessa complexidade, o 
diagnóstico pré-natal é possível (ver pág. 493). 


Tratamento. Uma vez que a maior parte das proteínas naturais 
contém fenilalanina, um aminoácido essencial, é impossível satisfa- 
zer as necessidades do organismo em termos de proteína sem ex- 
ceder o limite para a fenilalanina quando se ingere uma dieta normal. 
Portanto, na fenilcetonúria, os níveis de fenilalanina no sangue são 
mantidos próximos aos limites normais utilizando-se como alimento 
preparados de aminoácidos sintéticos sem fenilalanina, suplementa- 
dos com alimentos naturais (como frutas, vegetais e certos cereais) 
selecionados por seu baixo conteúdo de fenilalanina. A quantidade é 
ajustada de acordo com a tolerância de cada indivíduo, medida pe- 
los níveis sanguíneos de fenilalanina. Quanto mais cedo é iniciado o 
tratamento, mais completamente pode ser prevenido o dano neuro- 
lógico. Indivíduos tratados adequadamente podem apresentar inteli- 
gência normal. (Nota: o tratamento deve iniciar durante os primeiros 
7 a 10 dias de vida para prevenir retardo mental.) Uma vez que a 
fenilalanina é um aminoácido essencial, um tratamento excessiva- 
mente zeloso, que resulte em níveis séricos de fenilalanina abaixo do 
normal, deve ser evitado. Nos pacientes com fenilcetonúria, a tirosi- 
na não pode ser sintetizada a partir da fenilalanina, de modo que ela 
acaba se tornando um aminoácido essencial, que deve ser fornecido 
na dieta. A interrupção da dieta com restrição de fenilalanina na in- 
fância está associada a desempenho prejudicado em testes de QI. 
Pacientes adultos com fenilcetonúria apresentam deterioração em 
seus graus de QI após interromperem a dieta (Fig. 20.20). A restrição 
de fenilalanina durante toda a vida é, portanto, recomendada. (Nota: 
indivíduos com essa doença são aconselhados a evitar o aspartame, 
um adoçante artificial que contém fenilalanina.) 


Fenilcetonúria materna. Quando mulheres com fenilcetonúria que 
não estão em dieta com restrição de fenilalanina engravidam, o bebê é 
afetado pela “sindrome da fenilcetonúria materna”. A hiperfenilalanine- 
mia materna apresenta um efeito teratogênico, causando microcefalia 
e anormalidades cardíacas congênitas no feto. Como essas respostas 
à alta fenilalanina durante o desenvolvimento ocorrem durante os pri- 
meiros meses de gestação, o controle dietético da fenilalanina deve 
iniciar antes da concepção e ser mantido durante toda a gestação. 


B. Doença do xarope de bordo 


A doença do xarope de bordo (MSUD, do inglês maple syrup urine disease) 
é uma doença recessiva autossômica rara (1:185.000), em que há defi- 
ciência parcial ou completa na desidrogenase dos a-cetoácidos de cadeia 
ramificada, complexo enzimático mitocondrial que descarboxila oxidati- 
vamente leucina, isoleucina e valina (ver Fig. 20.11). Esses aminoácidos e 
seus a-cetoácidos correspondentes acumulam-se no sangue, causando 
um efeito tóxico que interfere nas funções encefálicas. A doença carac- 
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teriza-se por problemas para a alimentação, vômitos, cetoacidose, alte- 
rações no tônus muscular, problemas neurológicos que podem resultar 
em coma (principalmente em função do aumento da leucina) e um odor 
característico de xarope de bordo na urina em função do aumento da iso- 
leucina. Se não for tratada, a doença é fatal. Se o tratamento não é admi- 
nistrado precocemente, observa-se deficiência intelectual. 


1. Classificação. A MSUD inclui um tipo clássico e diversas formas 
variantes. A forma clássica, com início no período neonatal, é o tipo 
mais comum de MSUD. Os leucócitos ou os fibroblastos da pele 
são obtidos desses pacientes e cultivados, e apresentam pouca ou 
nenhuma atividade da desidrogenase dos a-cetoácidos de cadeia 
ramificada. Bebês com MSUD clássica apresentam sintomas nos 
primeiros dias de vida. Se não for diagnosticada e tratada, a MSUD 
clássica é letal nas primeiras semanas de vida. Pacientes com for- 
mas intermediárias apresentam níveis mais elevados, quando com- 
parados à MSUD clássica, de atividade enzimática (até 30% do 
normal). Os sintomas são menos graves e iniciam entre o início da in- 
fância e a adolescência. Pacientes com uma variante rara de MSUD, 
dependente de tiamina, respondem a altas doses dessa vitamina. 


2. Triagem e diagnóstico. Assim como para a fenilcetonúria, testes 
para diagnóstico pré-natal e triagem neonatal estão disponíveis, e a 
maior parte dos indivíduos afetados é de heterozigotos compostos. 


3. Tratamento. A MSUD é tratada com um preparado sintético, livre 
de aminoácidos com cadeia lateral ramificada, suplementado com 
quantidades limitadas de leucina, isoleucina e valina para possibilitar 
desenvolvimento e crescimento normais sem produzir níveis tóxicos. 
(Nota: níveis elevados de leucina são a causa dos danos neurológi- 
cos na MSUD, de modo que devem ser cuidadosamente monitora- 
dos.) O diagnóstico precoce e o tratamento dietético durante toda a 
vida são essenciais para a criança com MSUD desenvolver-se nor- 
malmente. (Nota: os aminoácidos com cadeia ramificada são uma 
importante fonte de energia em períodos de necessidade metabóli- 
ca. Por isso, indivíduos com MSUD correm o risco de descompensa- 
rem durante períodos de catabolismo proteico aumentado.) 


C. Albinismo 


O albinismo refere-se a um grupo de condições em que um defeito no 
metabolismo da tirosina conduz a uma deficiência na produção de me- 
lanina. Esses defeitos resultam na ausência parcial ou completa desse 
pigmento na pele, no cabelo e nos olhos. O albinismo manifesta-se de 
diferentes formas e pode ser herdado de diversas maneiras: como au- 
tossômico recessivo (modo primário), autossômico dominante ou ligado 
ao X. A total ausência de pigmentação no cabelo, nos olhos e na pele 
(Fig. 20.21) caracteriza o albinismo oculocutâneo tirosinase-negativo (al- 
binismo tipo 1), que resulta de um defeito ou da completa ausência da 
tirosinase, uma enzima que requer cobre. É a forma mais grave dessa 
condição. Além da hipopigmentação, indivíduos afetados podem apre- 
sentar, ainda, problemas de visão e fotofobia (a luz solar é dolorosa para 
seus olhos). Apresentam também risco aumentado para câncer de pele. 


Homocistinúria 


As homocistinúrias compreendem um grupo de doenças envolvendo defei- 
tos no metabolismo da Hcy. São doenças autossômicas recessivas, carac- 
terizadas por níveis urinários elevados de Hcy, altos níveis plasmáticos de 
Hey e metionina e níveis plasmáticos reduzidos de cisteína. A causa mais 
comum da homocistinúria é um defeito na enzima cistationina-P-sintase, 
que converte a Hcy em cistationina (Fig. 20.22). Indivíduos homozigotos 








Figura 20.21 

Paciente com albinismo 
oculocutâneo, mostrando 
sobrancelhas e cílios brancos e olhos 
que parecem de cor vermelha. 
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Figura 20.22 

Deficiência enzimática na 
homocistinúria. PLP = piridoxal- 
-fosfato. 
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Urina de um paciente 
com alcaptonúria 


Após duas horas, a urina 
está completamente negra. 


1] A amostra à esquerd: 

ficou em repouso por 
15 minutos, mostra algum 
escurecimento da superfície, 


devido à oxidação do 
ácido homogentísico. 








Vértebras de um paciente 
com alcaptonúria 





Pigmentos escuros e densos 
d depositam-se nos discos 
þí intervertebrais. 





Figura 20.23 
Amostras de um paciente com 
alcaptonúria. A. Urina. B. Vértebras. 


para a deficiência de cistationina-B-sintase apresentam deslocamento do 
cristalino (ectopia lentis), anomalias esqueléticas (dedos e membros lon- 
gos), prejuízo intelectual e maior risco de desenvolver trombose (coágulos 
sanguíneos). A trombose é a principal causa de morte precoce nesses pa- 
cientes. O tratamento inclui restrição da ingestão de metionina e suple- 
mentação com as vitaminas B,, e folato. Além disso, alguns pacientes res- 
pondem à administração oral de piridoxina (vitamina B,), que é convertida 
em piridoxal-fosfato, a coenzima da cistationina-f-sintase. Esses pacien- 
tes frequentemente apresentam início mais tardio e menor gravidade dos 
sintomas clínicos, comparados aos pacientes não responsivos à B,. (Nota: 
deficiências em metilcobalamina [ver Fig. 20.8] ou em N°, N”-MTHF-redu- 
tase [MTHFR; ver Fig. 20.12] também resultam em níveis elevados de Hoy.) 


Alcaptonúria 


A alcaptonúria é uma acidúria orgânica rara envolvendo uma deficiência 
na enzima ácido homogentísico-oxidase, que resulta no acúmulo de áci- 
do homogentísico, um intermediário na via de degradação da tirosina (ver 
Fig. 20.15, pág. 269). Essa condição apresenta três sintomas característi- 
cos: acidúria homogentísica (a urina do paciente contém níveis elevados 
de ácido homogentísico, que se oxida a um pigmento escuro quando a 
urina é deixada em repouso, como mostrado na Fig. 20.234); artrite pre- 
coce, que acomete as grandes articulações; e ocronose, deposição de 
pigmento escuro na cartilagem e no tecido conectivo (ver Fig. 20.238). 
Uma coloração escura nas fraldas algumas vezes pode indicar a doença 
em bebês, mas, normalmente, antes dos 40 anos não há sintomas pre- 
sentes. O tratamento inclui restrição dietética de fenilalanina e de tirosina 
para reduzir os níveis do ácido homogentísico. Embora a alcaptonúria 
não represente ameaça à vida, a artrite associada pode ser gravemente 
incapacitante. (Nota: deficiências na fumarilacetoacetato-hidrolase, a últi- 
ma enzima do metabolismo da tirosina, resultam em tirosinemia do tipo | 
[ver Fig. 20.15] e um odor característico semelhante a repolho na urina.) 
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Os aminoácidos cujo catabolismo produz piruvato ou algum intermediário do 
ciclo do ácido cítrico são denominados glicogênicos (Fig. 20.24). Eles podem 
levar à produção efetiva de glicose no fígado e nos rins. Os aminoácidos ape- 
nas glicogênicos são: glutamina, glutamato, prolina, arginina, histidina, alanina, 
serina, glicina, cisteína, metionina, valina, treonina, aspartato e asparagina. Os 
aminoácidos cujo catabolismo produz acetoacetato ou um de seus precursores, 
acetil-coenzima A (CoA) ou acetoacetil-CoA, são denominados cetogênicos. 
A leucina e a lisina são aminoácidos exclusivamente cetogênicos. Tirosina, feni- 
lalanina, triptofano e isoleucina são tanto cetogênicos quanto glicogênicos. Os 
aminoácidos não essenciais podem ser sintetizados a partir de intermediários 
metabólicos ou a partir dos esqueletos carbonados dos aminoácidos essenciais. 
Os aminoácidos essenciais devem ser obtidos da dieta. Eles incluem a histi- 
dina, a metionina, a treonina, a valina, a isoleucina, a fenilalanina, o triptofano, a 
leucina e a lisina. A fenilcetonúria (PKU, do inglês phenylketonuria) é causada 
por uma deficiência da fenilalanina-hidroxilase, que converte fenilalanina em 
tirosina. A hiperfenilalaninemia pode também ser causada por deficiências nas 
enzimas que sintetizam ou regeneram a coenzima da fenilalanina-hidroxilase, a 
tetra-hidrobiopterina. Fenilcetonúricos não tratados apresentam grave deficiên- 
cia intelectual, retardo no desenvolvimento, microcefalia, crises convulsivas e um 
odor característico de mofo (ou de camundongo) na urina. O tratamento envolve 
o controle da fenilalanina na dieta. A tirosina torna-se uma componente essen- 
cial na dieta para fenilcetonúricos. A doença do xarope de bordo (MSUD, do 
inglês maple syrup urine disease) é causada por uma deficiência parcial ou com- 
pleta da desidrogenase dos a-cetoácidos de cadeia ramificada, a enzima que 
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descarboxila os aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina. 
Os sintomas incluem problemas alimentares, vômitos, cetoacidose, alterações do 
tônus muscular e odor adocicado característico na urina. Se não for tratada, essa 
doença leva a problemas neurológicos que resultam em morte. O tratamento en- 
volve o controle da ingestão de aminoácidos de cadeia lateral ramificada. Outras 
doenças genéticas importantes associadas ao metabolismo dos aminoácidos 
incluem o albinismo, a homocistinúria, a acidemia metilmalônica, a alcapto- 
núria, a histidinemia, a tirosinemia e a cistationinúria. 





Questões para estudo 


Escolha a MELHOR resposta. 


Para as questões 20.1 a 20.3, associe a deficiência enzimática 
com os sinais clínicos ou os achados laboratoriais na urina. 


A. Pigmentação escura da E. Aumento nos aminoácidos 


cartilagem. de cadeia ramificada. 

B. Fluidos corporais com F. Aumento na homocisteina. 
odor de “pés suados”. 

C. Cristais de cistina na G. Níveis aumentados de me- 
urina. tionina. 

D. Cabelo branco, olhos de H. Níveis aumentados de fe- 
cor vermelha. nilalanina. 


20.1 Cistationina-p-sintase. 
20.2 Ácido homogentísico-oxidase. 
20.3 Tirosinase. 


20.4 Um bebê de uma semana de idade, que nasceu em uma 
área rural com pouco acesso a serviços médicos, tem fe- 
nilcetonúria clássica não detectada. Qual das afirmações 
acerca desse bebê e de seu tratamento está correta? 


A. Uma dieta desprovida de fenilalanina deve ser inicia- 
da imediatamente. 

O tratamento dietético cessará na idade adulta. 

É necessária suplementação com vitamina Bs- 

A tirosina é um aminoácido essencial. 


Dom 


20.5 Qual das seguintes afirmativas a respeito dos aminoáci- 
dos está correta? 


A. A alanina é cetogênica. 

B. Os aminoácidos que são catabolizados a acetil-co- 
enzima A são glicogênicos. 

C. Aminoácidos de cadeia ramificada são cataboliza- 
dos principalmente pelo fígado. 

D. A cisteína é essencial para indivíduos consumindo 
uma dieta com restrição rígida de metionina. 


20.6 Por que a acidose láctica seria um achado esperado em 
um indivíduo com a forma da doença do xarope de bor- 
do em que há deficiência na di-hidrolipoil-desidrogenase 
(E3? 


20.7 Em contraste com o piridoxal-fosfato derivado da vitami- 
na B,, necessário em muitas reações enzimáticas envol- 
vendo aminoácidos, qual coenzima é necessária para a 
ação das hidroxilases dos aminoácidos aromáticos? 


Respostas corretas = F, A, D. Uma deficiência na cistationi- 
na-f-sintase da via de degradação da metionina resulta em um au- 
mento na homocisteina. Uma deficiência na ácido homogentísico- 
-oxidase, da via de degradação da tirosina, resulta em uma elevação 
nos níveis de ácido homogentísico, que forma um pigmento escuro 
que é depositado no tecido conectivo (ocronose). Uma deficiência 
na tirosinase resulta em um decréscimo na formação de melanina a 
partir da tirosina na pele, nos cabelos e nos olhos. Um odor seme- 
lhante ao de pés suados é característico da deficiência da isovaleril- 
-coenzima A-desidrogenase. Cristais de cistina são observados na 
urina em pacientes com cistinúria, um defeito da absorção intestinal 
e renal de cistina. Aumento nos níveis de aminoácidos de cadeia 
ramificada é observado na doença do xarope de bordo, aumento da 
metionina é observado em defeitos no metabolismo da homocisteina 
e aumento da fenilalanina é observado na fenilcetonúria. 


Resposta correta = D. Nos pacientes com fenilcetonúria, a tirosina 
não pode ser sintetizada a partir da fenilalanina e, assim, torna-se 
essencial e deve ser fornecida na dieta. A quantidade de fenilala- 
nina na dieta deve ser controlada, mas não pode ser inteiramente 
eliminada, pois é um aminoácido essencial. O tratamento dietético 
deve iniciar durante os primeiros 7 a 10 dias de vida, para prevenir 
prejuízos intelectuais, e é recomendada a restrição de fenilalanina 
durante toda a vida para prevenir declínio cognitivo. Além disso, ní- 
veis elevados de fenilalanina são teratogênicos para o feto em de- 
senvolvimento. 


Resposta correta = D. A metionina é precursora da cisteína, que se 
torna essencial caso haja restrição rígida de metionina na dieta. A 
alanina é um dos principais aminoácidos glicogênicos. A acetil-co- 
enzima A (CoA) não pode ser usada para a síntese líquida de glicose. 
Os aminoácidos que são catabolizados produzindo acetil-CoA são 
cetogênicos. Aminoácidos de cadeia ramificada são catabolizados 
principalmente no músculo esquelético. 


Os três complexos de a-cetoácido-desidrogenases (piruvato-desi- 
drogenase [PDH], a-cetoglutarato-desidrogenase e desidrogenase 
dos a-cetoácidos de cadeia ramificada) têm, em comum, a di-hi- 
drolipoil-desidrogenase (Enzima 3, ou E3). Na doença do xarope de 
bordo por deficiência de E3, além do acúmulo de aminoácidos de 
cadeia ramificada e seus a-cetoácidos correspondentes em função 
da redução na atividade da desidrogenase dos a-cetoácidos de ca- 
deia ramificada, o lactato também terá seus níveis aumentados em 
função da diminuição da atividade da PDH. 


A coenzima necessária é a tetra-hidrobiopterina, produzida a partir 
de trifosfato de guanosina (GTP, do inglês guanosine triphosphate). 





Aminoácidos: 
conversão 

em produtos 
especializados 


I. VISÃO GERAL 





Além de servirem como blocos constitutivos das proteínas, os aminoácidos 
são precursores de muitos compostos nitrogenados que apresentam impor- 
tantes funções fisiológicas (Fig. 21.1). Essas moléculas incluem porfirinas, 
neurotransmissores, hormônios, purinas e pirimidinas. (Nota: ver pág. 151 
para a síntese de óxido nítrico a partir da arginina.) 


ll. METABOLISMO DAS PORFIRINAS 





Porfirinas são compostos cíclicos que ligam facilmente íons metálicos, ge- 
ralmente de ferro, na forma ferrosa (Fe?) ou férrica (Fe™). A metaloporfirina 
mais abundante em humanos é o heme, que consiste em um átomo de Fe” 
coordenado no centro de um anel tetrapirrólico de protoporfirina IX (ver pág. 
279). O heme é o grupo prostético da hemoglobina (Hb), da mioglobina, dos 
citocromos, do sistema citocromo P450 (CYP)-monoxigenase, da catalase, 
da óxido nítrico-sintase e da peroxidase. Essas hemeproteinas são rapida- 
mente sintetizadas e degradadas. Por exemplo, 6 a 7 g de hemoglobina são 
sintetizados por dia para substituir o heme perdido na renovação normal dos 
eritrócitos. A síntese e a degradação das porfirinas associadas e a recicla- 
gem do ferro são coordenados com a renovação das hemeproteinas. 


A. Estrutura 


As porfirinas são moléculas cíclicas planares, formadas pela união de 
quatro anéis pirrólicos por meio de pontes metenila (Fig. 21.2). Três ca- 
racterísticas estruturais dessas moléculas são relevantes para a com- 
preensão de sua importância médica. 


1. Cadeias laterais. As diferentes porfirinas são designadas de 
acordo com a natureza das cadeias laterais ligadas a cada um 
dos quatro anéis pirrólicos. Por exemplo, a uroporfirina contém em 
suas cadeias laterais os grupos acetato (-CH,-COO”) e propiona- 
to (-CH,-CH,-COO”); a coproporfirina apresenta os grupos metila 
(-CH.) e propionato; e a protoporfirina IX (e o heme b, o heme mais 
comum) contém os grupos vinila (-CH=CH,), metila e propionato. 
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Figura 21.1 
Aminoácidos como precursores de 
compostos nitrogenados. 
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unidos por meio de pontes metenila. 


As porfirinas contêm quatro anéis pirrol (A, B, C e D) 











O acetato (A) e o propionato (P) 


apresentam posições invertidas 
no anel D da uroporfirina Ill, P. 
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quatro anéis pirrol. Nas porfirinas 
do tipo I, as cadeias laterais estão 
arranjadas simetricamente, ou seja, 
para a uroporfirina |, o A (acetato) 
está alternado com o P (propionato) 
ao redor do anel tetrapirrólico. 


quando comparada com a 
uroporfirina I. Apenas as porfirinas | À 
do tipo III (assimétricas) são 
fisiologicamente importantes 
nos humanos. 














Figura 21.2 


Estruturas da uroporfirina | e da uroporfirina III. 
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Figura 21.3 

Via de síntese de porfirinas. 
Formação de porfobilinogênio. 
(Nota: a ALAS2 é regulada por ferro.) 
ALAS = 8-aminolevulinato-sintase; 
CoA = coenzima A; CO, = dióxido 
de carbono; PLP = piridoxal-fosfato. 
(Continua nas Figs. 21.4 e 21.5.) 


(Nota: os grupos metila e vinila são produzidos por descarboxilação 
das cadeias laterais acetato e propionato, respectivamente.) 


2. Distribuição das cadeias laterais. As cadeias laterais das por- 
firinas podem ser ordenadas ao redor do núcleo tetrapirrólico de 
quatro maneiras diferentes, designadas pelos numerais romanos | 
a IV. Apenas as porfirinas do tipo Ill, que contêm uma substituição 
assimétrica no anel D (ver Fig. 21.2), são importantes fisiologica- 
mente em humanos. (Nota: a protoporfirina IX faz parte da série das 
porfirinas do tipo Ill.) 


3. Porfirinogênios. Esses precursores das porfirinas (p. ex., o uroporfi- 
rinogênio) são quimicamente reduzidos e incolores. Na biossíntese do 
heme, os porfirinogênios atuam como intermediários entre o porfobili- 
nogênio (PBG) e as protoporfirinas, que são oxidadas e coloridas. 


Biossíntese do heme 


Os principais sítios para a biossíntese do heme são o fígado, que sinteti- 
za diversas hemeproteínas (em especial as proteínas citocromo P450, ou 
CYP), e as células produtoras de eritrócitos da medula óssea, ativas na sín- 
tese de hemoglobina. No fígado, a velocidade de síntese do heme é alta- 
mente variável, respondendo a alterações nas concentrações celulares de 
heme, causadas por flutuações nas demandas por hemeproteínas. Em con- 
trapartida, a síntese de heme nas células eritroides é relativamente constan- 
te e está ajustada à velocidade de síntese de globina. (Nota: mais de 85% 
de toda a síntese de heme ocorre no tecido eritroide. Os eritrócitos madu- 
ros não apresentam mitocôndria e são incapazes de sintetizar o heme.) A 
reação inicial e os últimos três passos na formação das porfirinas ocorrem 
na mitocôndria; já os passos intermediários da via biossintética ocorrem no 
citosol. (Nota: a Fig. 21.8 resume os passos da síntese do heme.) 


1. Formação do ácido ô-aminolevulínico (ALA). Todos os átomos de 
carbono e de nitrogênio da molécula de porfirina são fornecidos pela 
glicina (um aminoácido não essencial) e pela succinil-coenzima A (um 
intermediário do ciclo do ácido cítrico), que se condensam para for- 
mar o ácido 3-aminolevulínico (ALA), em uma reação catalisada pela 
ALA-sintase ([ALAS] Fig. 21.3). Essa reação requer piridoxal-fosfato 
([PLP] ver pág. 382) como coenzima e é o passo comprometido e 
limitante da velocidade na biossíntese das porfirinas. (Nota: há duas 
isoformas de ALAS, cada uma produzida por um gene diferente e 
controlada por distintos mecanismos. A ALAS1 é encontrada em to- 
dos os tecidos, enquanto a ALAS2 é específica de células eritroides. 
Mutações com perda de funcionalidade da ALAS2 resultam em ane- 
mia sideroblástica ligada ao X e sobrecarga de ferro.) 
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a. Efeitos do heme (hemina). Quando a produção de porfirinas 
excede a disponibilidade de apoproteínas que delas necessi- 
tem, o heme acumula e converte-se em hemina pela oxidação 
do Fe” em Fe”. A hemina induz uma diminuição na quantidade 
(e, assim, na atividade) da ALAS7, reprimindo a transcrição de 
seu gene, aumentando a degradação de seu RNA mensageiro 
e diminuindo a entrada da enzima na mitocôndria. (Nota: nas 
células eritroides, a ALAS2 é controlada pela disponibilidade de 
ferro intracelular [ver pág. 475]). 


b. Efeitos de fármacos. A administração de diversos fármacos 
resulta no aumento significativo na atividade da ALAS1 hepática. 
Esses fármacos são metabolizados pelo sistema microssomal 
CYP-monoxigenase - um sistema de hemeproteinas com ativi- 
dade oxidase encontrado no fígado (ver pág. 149). Em resposta a 
esses fármacos, a síntese das proteínas CYP aumenta, levando 
ao aumento no consumo de heme, um componente dessas pro- 
teínas. Isso, por sua vez, causa diminuição na concentração de 
heme nas células hepáticas. A redução na concentração intrace- 
lular de heme leva ao aumento na sintese de ALAS1 e promove 
um aumento correspondente na síntese de ALA. 


2. Formação de porfobilinogênio. A condensação de duas mo- 
léculas de ALA no citosol para formar porfobilinogênio, catalisada 
pela ALA-desidratase (ou porfobilinogênio-sintase), uma enzima que 
contém zinco, é extremamente sensível à inibição por íons de me- 
tais pesados, como, por exemplo, o chumbo, que substitui o zinco 
(ver Fig. 21.3). Essa inibição é, em parte, responsável pela elevação 
no ALA e pela anemia observada no envenenamento por chumbo. 


3. Formação de uroporfirinogênio. A condensação de quatro molé- 
culas de PBG produz um tetrapirrol linear, o hidroximetilbilano, que 
isomeriza e cicliza sob a ação da uroporfirinogênio lll-sintase, para 
formar o uroporfirinogênio Ill (que é assimétrico). Esse tetrapirrol cícli- 
co sofre descarboxilação de seus grupos acetato, uma reação cata- 
lisada pela uroporfirinogênio Ill-descarboxilase (UROD), gerando co- 
proporfirinogênio III (Fig. 21.4). Essas reações acontecem no citosol. 


4. Formação do heme. O coproporfirinogênio Ill entra na mitocôn- 
dria, e duas cadeias laterais de propionato são descarboxiladas 
pela coproporfirinogênio Ill-oxidase, resultando em grupos vinila, 
produzindo o protoporfirinogênio IX, que é oxidado até a forma de 
protoporfirina IX. A introdução de ferro (como Fe?) na protoporfirina 
IX produz o heme. Esse passo pode ocorrer espontaneamente, mas 
a velocidade é aumentada pela ferroquelatase — enzima que, como 
a ALA-desidratase, é inibida pelo chumbo (Fig. 21.5). 


C. Porfirias 


As porfirias são doenças raras, causadas por defeitos herdados (ou 
eventualmente adquiridos) na síntese do heme, resultando no acúmulo 
e na excreção aumentada de porfirinas ou de precursores de porfirinas 
(ver Fig. 21.8). (Nota: as porfirias herdadas são doenças autossômicas 
dominantes [AD] ou autossômicas recessivas [AR].) Cada porfiria resul- 
ta no acúmulo de intermediários em um padrão próprio, causado pela 
deficiência de uma enzima na via sintética do heme. (Nota: a palavra 
“porfiria” vem do grego para “púrpura” e refere-se à coloração vermelho- 
-azulada causada por porfirinas [similares a pigmentos] na urina de al- 
guns pacientes com defeitos na síntese do heme.) 


1. Manifestações clínicas. As porfirias são classificadas como eri- 
tropoiéticas ou hepáticas, conforme o local onde acontece a de- 
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Figura 21.4 


Via de síntese de porfirinas: formação 
de protoporfirina IX. (Continuação da 
Fig. 21.3.) Os prefixos uro- (urina) e 
copro- (fezes) refletem sítios iniciais 
da descoberta desses compostos. 
(Nota: deficiência na uroporfirinogênio 
lll-sintase impede a isomerização, 
resultando na produção de porfirinas 
do tipo l.) 
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Figura 21.5 

Via de síntese de porfirinas: formação 
de heme b. (Continuação das Figs. 
21.3 e 21.4.) Fe™ = íon ferroso. 





Figura 21.6 
Erupções cutâneas em um paciente 
com porfiria cutânea tardia. 





2. 
Figura 21.7 
Urina de um paciente com porfiria 
cutânea tardia (à direita) e de um 3 


paciente com excreção normal 
de porfirinas (à esquerda). 


ficiência enzimática (nas células eritropoiéticas da medula óssea 
ou no fígado). As porfirias hepáticas podem ainda ser classificadas 
como agudas ou crônicas. Em geral, indivíduos com um defeito 
enzimático nessa via em enzima anterior à síntese de tetrapirróis 
apresentam sinais abdominais e neuropsiquiátricos, ao passo que 
aqueles cujo defeito enzimático leva ao acúmulo de intermediários 
tetrapirróis apresentam fotossensibilidade — ou seja, sua pele apre- 
senta prurido e sensação de queimação quando exposta à luz do 
sol. (Nota: a fotossensibilidade é resultado da oxidação de porfirino- 
gênios desprovidos de cor, formando porfirinas coloridas, que são 
moléculas fotossensibilizantes que podem estar envolvidas na for- 
mação de radicais superóxido a partir do oxigênio. Essas espécies 
reativas de oxigênio podem danificar oxidativamente as membra- 
nas, causando liberação de enzimas de lise a partir dos lisossomos). 


a. Porfiria hepática crônica. A porfiria cutânea tardia, a mais co- 
mum das porfirias, é uma doença crônica que atinge o fígado. A 
doença está associada à deficiência grave na UROD, mas a ex- 
pressão clínica da deficiência enzimática é influenciada por vários 
fatores, como sobrecarga hepática de ferro, exposição à luz solar, 
ingestão de álcool, terapia com estrogênio e presença de hepa- 
tite Bou C ou de infecções por HIV. (Nota: mutações na enzima 
UROD são observadas em apenas 20% dos indivíduos afetados. 
A herança é autossômica dominante.) O início clínico ocorre, ge- 
ralmente, durante a quarta ou quinta década de vida. O acúmulo 
de porfirinas causa sintomas cutâneos (Fig. 21.6) e mudanças na 
cor da urina, que fica entre o vermelho e o marrom sob luz natural 
(Fig. 21.7), e entre o rosa e o vermelho sob luz fluorescente. 


b. Porfirias hepáticas agudas. As porfirias hepáticas agudas 
(porfiria por deficiência de ALA-desidratase, porfiria intermitente 
aguda, coproporfiria hereditária e porfiria variegata) são caracte- 
rizadas por ataques agudos de sintomas gastrintestinais, neuro- 
lógicos/psiquiátricos e motores, que podem estar acompanhados 
por fotossensibilidade (Fig. 21.8). Porfirias que provocam o acú- 
mulo de ALA e de PBG, como a porfiria intermitente aguda, cau- 
sam dor abdominal e distúrbios neuropsiquiátricos, que vão da 
ansiedade ao delírio. Os sintomas das porfirias hepáticas agudas 
são frequentemente desencadeados pela administração de subs- 
tâncias, como barbitúricos e etanol, que induzem a síntese do 
sistema microssomal CYP de oxidação de fármacos, que contém 
heme. Isso diminui ainda mais a quantidade de heme disponível, 
o que, por sua vez, promove o aumento na síntese da ALAS1. 


c. Porfirias eritropoiéticas. As porfirias eritropoiéticas crônicas 
(porfiria eritropoiética congênita e protoporfiria eritropoiética) 
causam fotossensibilidade caracterizada por erupções e vesi- 
culas na pele, que aparecem no início da infância (ver Fig. 21.8). 


Aumento na atividade da ô-aminolevulinato-sintase. Uma ca- 
racterística comum das porfirias hepáticas é a diminuição na síntese 
do heme. No fígado, o heme funciona normalmente como repressor 
do gene da ALAS1. Assim, a ausência desse produto final resulta no 
aumento da síntese de ALAS1 (desrepressão). Isso leva ao aumento 
na síntese de intermediários que ocorrem antes do bloqueio genéti- 
co. O acúmulo desses intermediários tóxicos é a principal fisiopato- 
logia das porfirias. 


Tratamento. Durante ataques agudos de porfiria, o paciente neces- 
sita de apoio médico, em especial de tratamento para dor e vômitos. 
A gravidade dos sintomas agudos das porfirias pode ser reduzida por 
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PROTOPORFIRIA 
ERITROPOIÉTICA 
+ Esta doença AD e AR crônica se deve 


a uma deficiência na ferroquelatase. 
* Protoporfirina acumula-se nos 


ENVENENAMENTO POR CHUMBO 


* A ferroquelatase e a ALA-desidratase (ALAD)' são 
especialmente sensíveis à inibição por chumbo. 

* A protoporfirina e o ALA acumulam-se na urina. 

* A porfiria por deficiência de ALAD é uma porfiria 











































hepática aguda AR muito rara. eritrócitos, na medula óssea e no 
plasma. 
«1: Heme * Os pacientes são fotossensíveis. 
Fe 
[—) PORFIRIA VARIEGATA 
PORFIRIA INTERMITENTE AGUDA 
+ Esta doença AD aguda é causada por uma 
* Esta doença AD aguda é causada pela deficiência deficiência na protoporfirinogênio-oxidase. 
na hidroximetilbilano-sintase?. Protoporfirina IX * Protoporfirinogênio IX e outros 
* O porfobilinogênio e o ácido intermediários anteriores ao bloqueio [Ed 
ô-aminolevulínico acumulam-se na acumulam-se na urina. 
urina. + Os pacientes são fotossensíveis. 
* A urina escurece com a exposição 
à luz e ao ar. 
º je 
O proar NÃO SEE COPROPORFIRIA HEREDITÁRIA 
ag CoA + Or P Protoporfirinogênio IX * Esta doença AD aguda é causada por uma 
| e <Å i deficiência na coproporfirinogênio-oxidase. 
* Coproporfirinogênio IlI e outros intermediários 
anteriores ao bloqueio acumulam-se 
Ácido à-aminolevulínico na urina. [Ed 
+ Os pacientes são fotossensíveis. 





PORFIRIA CUTÂNEA TARDIA 


* Esta doença crônica pode ser causada por uma 
deficiência AD na uroporfirinogênio-descarboxilase. 


+ Auroporfirina acumula-se na urina. 
É a mais comum das porfirias. 
* Os pacientes são fotossensíveis. 
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Porfiria 
















PORFIRIA ERITROPOIÉTICA 
CONGÊNITA 


* Esta doença AR crônica é causada por 
uma deficiência na uroporfirinogênio 
Jl-sintase. 

* Uroporfirinogênio | e coproporfirinogênio | 
acumulam-se na urina. 

* Os pacientes são fotossensíveis. 


Figura 21.8 

Resumo da síntese do heme. "Também denominada porfobilinogênio-sintase. *Também denominada porfobilinogênio- 
-desaminase. (Nota: não são conhecidas deficiências sintomáticas na ALA sintase-1 (ALAS1). Deficiências na ALAS2 
[ligada ao X] resultam em anemia.) ALA = ácido ô-aminolevulínico; AD = autossômica dominante; AR = autossômica 
recessiva; Fe = ferro. 
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injeções intravenosas de hemina e de glicose, que diminuem a sín- 
tese de ALAS1. Proteção contra a luz solar, ingestão de B-caroteno 
(pró-vitamina A; ver pág. 386), que remove radicais livres, e fleboto- 
mia (remove porfirinas) são úteis nas porfirias com fotossensibilidade. 


D. Degradação do heme 





Heme-oxigenase Após aproximadamente 120 dias na circulação, os eritrócitos são capta- 
Ea dos e degradados pelo sistema mononuclear fagocitário, especialmente 
sê NADP+ no fígado e no baço (Fig. 21.9). Cerca de 85% do heme destinado à 
degradação tem origem em eritrócitos senescentes. O restante vem da 

P degradação de outras hemeproteínas, diferentes da hemoglobina. 


M MM 
AL T D 1. Formação de bilirrubina. O primeiro passo na degradação do 
H HH 


P 
| 

heme é catalisado pela heme-oxigenase microssomal nos macró- 

Biliverdina fagos do sistema mononuclear fagocitário. Na presença de nicoti- 

namida-adenina-dinucleotídeo fosfato e oxigênio, a enzima catalisa 


o! 





NADPH + H+ três oxi õ i 
genações sucessivas, que resultam na abertura do anel da 
Biliverdina- y porfirina (convertendo o heme cíclico na biliverdina linear), produção 
-redutase NADP+ de monóxido de carbono (CO) e liberação do Fe? (ver Fig. 21.9). 
(Nota: o CO tem função biológica, atuando como uma molécula si- 
MM y nalizadora e como anti-inflamatório. O ferro é discutido no Capítulo 
LE g 29.) A biliverdina, um pigmento verde, é reduzida, formando a bilir- 
N rubina, um produto laranja-avermelhado. A bilirrubina e seus deri- 
H H H vados são coletivamente denominados pigmentos biliares. (Nota: a 


variação de cores em um hematoma reflete a variação no padrão de 
intermediários, que ocorre durante a degradação do heme.) 








A bilirrubina, molécula exclusiva dos mamíferos, parece funcionar, em 
baixos níveis, como antioxidante. Nessa função, ela é oxidada até a for- 
albumina ma de biliverdina, que é então reduzida pela biliverdina-redutase, rege- 
nerando a bilirrubina. 

















2. Captação da bilirrubina pelo fígado. A bilirrubina é apenas ligei- 
ramente solúvel no plasma e, portanto, é transportada para o fígado 
ligada de modo não covalente à albumina. (Nota: certos fármacos 
aniônicos, como salicilatos e sulfonamidas, podem deslocar a bilir- 
rubina da albumina, permitindo que a bilirrubina penetre no sistema 
nervoso central [SNC]. Esse fenômeno é potencial causador de le- 
são nervosa nos bebês [ver pág. 285].) A bilirrubina dissocia-se de 
seu carreador, a molécula de albumina, e entra no hepatócito por 
difusão facilitada, onde se liga a proteínas intracelulares, especial- 
mente à proteína ligandina. 






UDP- 
=glucuronil- 
-transferase 2 UDP 














3. Formação do diglicuronato de bilirrubina. No hepatócito, a 
solubilidade da bilirrubina é aumentada pela adição sequencial de 
duas moléculas de ácido glicurônico, em um processo denominado 
conjugação. A reação é catalisada pela bilirrubina-UDP-glicurono- 

- siltransferase (bilirrubina-UGT) microssomal, utilizando difosfato de 

Figura 21.9 . uridina-ácido glicurônico como doador de glicuronato. O diglicuro- 

Formação de bilirrubina a partir nato de bilirrubina produzido é referido como bilirrubina conjugada. 

do heme e sua conversão em (Nota: graus variáveis de deficiência nessa enzima resultam nas sín- 

diglicuronato de bilirrubina. dromes de Crigler-Naijjar | e Il e na síndrome de Gilbert; a síndrome 

UDP = difosfato de uridina; Fe = ferro; de Crigler-Najjar | apresenta a mais grave deficiência.) 

CO = monóxido de carbono; 

NADP(H) = nicotinamida-adenina- 4. Secreção de bilirrubina para a bile. A bilirrubina conjugada é 

-dinucleotídeo fosfato. transportada ativamente contra um gradiente de concentração para 

dentro dos canalículos biliares e, a seguir, para a bile. Esse passo 











BILE 
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dependente de energia é limitante da velocidade e suscetível a pre- 
juízo em casos de doença hepática. (Nota: a deficiência na proteína 
necessária para o transporte da bilirrubina conjugada para fora do fi- 
gado resulta em uma síndrome rara, a síndrome de Dubin-Johnson.) 
A bilirrubina não conjugada, via de regra, não é secretada na bile. 


5. Formação de urobilina no intestino. O diglicuronato de bilirrubi- 
na é hidrolisado e reduzido por bactérias no intestino, produzindo 
urobilinogênio, um composto incolor. A maior parte do urobilinogê- 
nio é oxidada por bactérias intestinais a estercobilina, que dá às fe- 
zes sua cor marrom característica. No entanto, parte do urobilinogê- 
nio é reabsorvida a partir do intestino e entra no sangue no sistema 
porta. Determinada porção desse urobilinogênio participa do ciclo 
êntero-hepático do urobilinogênio, é captada pelo fígado e, então, 
novamente secretada para a bile. A parte restante do urobilinogênio 
é transportada pelo sangue para o rim, onde é convertida em uro- 
bilina amarela e excretada, dando à urina sua cor característica. O 
metabolismo da bilirrubina está resumido na Figura 21.10. 


















Eritrócitos senescentes são a 
principal fonte de hemeproteínas. 


e. R o Bo- H- Ro. 


A quebra do heme para bilirrubina ocorre VASO SANGUÍNEO 
nos macrófagos do sistema fagocitário 

mononuclear, especialmente no fígado e 
no baço. 





















e a ado O restante do urobilinogênio é 
por difusão facilitada transportado pelo sangue para os rins, 
e conjugada com onde é convertido na urobilina amarela 
ácido glicurônico. e excretado, dando à urina sua cor 

a característica. 





A bilirrubina não conjugada 
é transportada pelo sangue 
(ligada à albumina) até o 
fígado. 









Parte desse urobilinogênio 
participa do ciclo êntero-hepático 
do urobilinogênio. 




















B A bilirrubina conjugada 
é secretada ativamente 

na bile e em seguida 

no intestino. 












Parte do urobilinogênio é 
reabsorvido do intestino e 
entra na circulação portal. 








No intestino, o ácido 
glicurônico é removido 
por bactérias. A bilirrubina 
resultante é convertida 
em urobilinogênio. 





















à [0) O urobilinogênio é oxidado 
por bactérias intestinais, 
produzindo estercobilina 
marrom. 








Figura 21.10 


Catabolismo do heme. Q = bilirrubina; = bilirrubina conjugada; m = urobilinogênio; mg = urobilina; À = estercobilina. 
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E. lIcterícia 


A icterícia refere-se à cor amarelada da pele, do leito ungueal e da es- 
clera (a parte branca dos olhos) causada pela deposição de bilirrubina 
nesses tecidos, secundária a um aumento dos níveis de bilirrubina no 
sangue (hiperbilirrubinemia), como mostrado na Figura 21.11. Embora 
não seja uma doença, a icterícia é normalmente um sintoma da existên- 
cia de distúrbio subjacente. (Nota: os níveis sanguíneos de bilirrubina 
normalmente são < 1 mg/dL. A icterícia é observada com níveis em torno 


Figura 21.11 de 2-3 mg/dL.) 


Paciente com icterícia, com as 1. 
escleras dos olhos amarelas. 





mi Bilirrubina 
não conjugada a. 














Figura 21.12 

Alterações no metabolismo do heme. 
A. Icterícia hemolítica. B. Icterícia 
neonatal. Eta = bilirrubina conjugada; 
O = bilirubin: = urobilinogênio; 

Å = estercobilina; UDP = difosfato 
de uridina. 





Tipos. A icterícia pode ser classificada em três formas principais, 
descritas a seguir. No entanto, na prática clínica, a icterícia é fre- 
quentemente mais complexa do que o indicado nesta classificação 
simples. Por exemplo, o acúmulo de bilirrubina pode ser resultado 
de defeitos em mais de um passo de seu metabolismo. 


Hemolítica (pré-hepática). O fígado possui a capacidade de 
conjugar e excretar, por dia, mais de 3.000 mg de bilirrubina, ao 
passo que a produção normal desse composto é de apenas 300 
mg/dia. Essa grande capacidade permite que o fígado responda ao 
aumento na degradação do heme com o aumento correspondente 
na conjugação e na secreção de bilirrubina conjugada. No entanto, 
uma hemólise maciça (p. ex., em pacientes com anemia falciforme, 
deficiência de piruvato-cinase ou de glicose-6-fosfato-desidrogena- 
se) pode levar a uma produção de bilirrubina mais rápida do que 
a capacidade hepática de conjugá-la. Os níveis de bilirrubina não 
conjugada (hiperbilirrubinemia não conjugada) no sangue tornam-se 
elevados, causando a icterícia (Fig. 21.124). (Nota: com a hemóli- 
se, mais bilirrubina conjugada é excretada na bile, a quantidade de 
urobilinogênio entrando na circulação êntero-hepática aumenta, e o 
urobilinogênio urinário aumenta.) 


Hepatocelular (hepática). Lesão nos hepatócitos (p. ex., em pa- 
cientes com cirrose ou hepatite) pode causar hiperbilirrubinemia 
não conjugada, devido a uma redução na conjugação. O urobilino- 
gênio aumenta na urina, pois a lesão hepática diminui a circulação 
êntero-hepática desse composto, permitindo que maior quantidade 
dele chegue ao sangue, de onde é filtrado para a urina. A urina, en- 
tão, torna-se escura, e as fezes apresentam cor de argila clara. Os 
níveis plasmáticos da a/anina-aminotransferase e da aspartato-ami- 
notransferase (ALT e AST, respectivamente; ver pág. 251) estão ele- 
vados. Se a bilirrubina conjugada é produzida, mas não é secretada 
de maneira eficiente do fígado para a bile (colestase intra-hepática), 
ela difunde (“vaza”) para o sangue, causando uma hiperbilirrubine- 
mia conjugada. 


Obstrutiva (pós-hepática). Nesse caso, a icterícia não é causada 
por superprodução de bilirrubina ou por redução na conjugação, 
mas resulta da obstrução do ducto biliar comum (colestase extra- 
-hepática). Por exemplo, a presença de tumor hepático ou de cál- 
culos biliares pode causar bloqueio nos ductos biliares, impedindo 
a passagem da bilirrubina conjugada para o intestino. Os pacientes 
com icterícia obstrutiva apresentam dor gastrintestinal e náusea e 
produzem fezes claras, cor de argila. A bilirrubina conjugada difunde 
para o sangue (hiperbilirrubinemia conjugada). A bilirrubina conju- 
gada acaba sendo excretada na urina (que escurece se deixada em 
repouso) e é referida como bilirrubina urinária. Há ausência de uro- 
bilinogênio urinário. 
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Icterícia em recém-nascidos. Muitos recém-nascidos (60% dos 
nascidos a termo e 80% dos prematuros) apresentam um aumento 
na bilirrubina não conjugada na primeira semana de vida (e uma 
icterícia transitória fisiológica), pois a atividade da bilirrubina-UDP- 
-glicuronosiltransferase (bilirubina-UGT) hepática é baixa no nasci- 
mento (ela alcança os níveis do adulto em torno da quarta semana 
de vida), como mostrado nas Figuras 21.12B e 21.13. A bilirrubina 
não conjugada, quando elevada acima da capacidade de ligação da 
albumina (20 a 25 mg/dL), pode difundir para os núcleos da base e 
causar encefalopatia tóxica (kernicterus) e uma icterícia patológica. 
Desse modo, recém-nascidos com níveis de bilirrubina significativa- 
mente elevados são tratados com luz fluorescente azul (fototerapia; 
ver Fig 21.14), que converte a bilirrubina em isômeros mais pola- 
res e, portanto, mais solúveis em água. Esses fotoisômeros podem 
ser excretados na bile sem estar conjugados ao ácido glicurônico. 
(Nota: em função das diferenças na solubilidade, apenas a bilirru- 
bina não conjugada cruza a barreira hematoencefálica, e apenas a 
bilirrubina conjugada aparece na urina.) 


Medidas de bilirrubina. A bilirrubina é, em geral, determinada pela 
reação de van den Bergh, em que o ácido sulfanílico diazotado reage 
com a bilirrubina, formando azodipirróis vermelhos, medidos colori- 
metricamente. Em solução aquosa, a bilirrubina conjugada solúvel em 
água reage prontamente com esse composto (dentro de um minuto) 
e é chamada de “reagente direta”. A bilirrubina não conjugada, muito 
menos solúvel em solução aquosa, reage mais lentamente. No entan- 
to, quando a reação é realizada em metanol, tanto a conjugada quanto 
a não conjugada são solúveis e reagem com aquele composto, for- 
necendo o valor da bilirrubina total. A bilirrubina “reagente indireta”, 
que corresponde à bilirrubina não conjugada, é obtida subtraindo-se a 
bilirrubina reagente direta da bilirrubina total. (Nota: no plasma normal, 
a bilirrubina conjugada, ou reagente direta, perfaz apenas cerca de 
4% da bilirrubina total, pois a maior parte dela é secretada para a bile.) 


HI. OUTROS COMPOSTOS NITROGENADOS 





A. Catecolaminas 


Dopamina, noradrenalina (NA) e adrenalina (epinefrina) são aminas biologi- 
camente ativas (biogênicas), denominadas coletivamente catecolaminas. 
A dopamina e a NA são sintetizadas no encéfalo e funcionam como neu- 
rotransmissores. A adrenalina é sintetizada a partir da NA na medula da 
suprarrenal. 


i: 


Funções. Fora do SNC, a NA e sua derivada metilada, a adre- 
nalina, atuam como hormônios reguladores do metabolismo dos 
carboidratos e dos lipídeos. A NA e a adrenalina são liberadas de 
vesículas de armazenamento na medula suprarrenal em resposta ao 
medo, ao exercício, ao frio e a baixos níveis de glicose sanguínea. 
Elas aumentam a degradação do glicogênio e de triacilgliceróis, as- 
sim como determinam o aumento na pressão sanguínea e no débito 
cardíaco. Esses efeitos são parte de uma resposta coordenada para 
preparar o indivíduo para o estresse e são frequentemente referidos 
como reações de “luta ou fuga”. 


Síntese. As catecolaminas são sintetizadas a partir da tirosina, 
como mostrado na Figura 21.15. A tirosina é inicialmente hidroxi- 
lada pela tirosina-hidroxilase, formando L-3,4-di-hidroxifenilalanina 
(DOPA), em uma reação análoga àquela descrita para a hidroxilação 
da fenilalanina (ver pág. 263). A enzima requer tetra-hidrobiopterina 








[1] A atividade da enzima que conjuga 

a bilirrubina com o ácido glicurônico, 
a bilirrubina UDP-glucuronil- 
-transferase (GT), é baixa em 
recém-nascidos, especialmente em 
bebês prematuros. 
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Os níveis séricos de bilirrubina 
aumentam após o nascimento em 
bebês a termo, embora 

normalmente não atinjam 
concentrações perigosas. 
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Os níveis séricos de bilirrubina 
em bebês prematuros podem 
atingir níveis tóxicos. 














Figura 21.13 
Icterícia neonatal. 
UDP = difosfato de uridina. 





Figura 21.14 
Fototerapia na icterícia neonatal. 
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Aminoácido aromático 
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ù À H -N-metiltransferase K H ento 
HO HO + H20 
OH / i OH 
Adrenalina S-Adenosil- S-Adenosil- Noradrenalina 
-homocisteina -metionina 
Figura 21.15 


Síntese das catecolaminas. (Nota: catecóis têm duas hidroxilas adjacentes.) PLP = piridoxal-fosfato. 


(BH,) e é abundante no SNC, nos gânglios simpáticos e na medu- 
la da suprarrenal. É a etapa limitante da velocidade dessa via. O 
DOPA é descarboxilado em uma reação que demanda PLP para 
formar a dopamina, que, por sua vez, é hidroxilada pela enzima do- 
pamina-ß-hidroxilase, produzindo a noradrenalina, em uma reação 
que requer ascorbato (vitamina C) e cobre. A adrenalina é formada 
a partir da NA por meio de uma reação de N-metilação, utilizando 


























Adrenalina Noradrenalina S-adenosilmetionina (SAM) como doador da metila (ver pág. 264). 
mo “e 
lcomr A doença de Parkinson, um distúrbio neurodegenerativo do movimento, 
Ta deve-se à produção insuficiente de dopamina, resultante da perda idio- 
epal a pática de células produtoras de dopamina no encéfalo. A administração 
COMT de L-DOPA (levodopa) é o tratamento mais comum, pois a dopamina 
não consegue cruzar a barreira hematoencefálica. 
Metanefrina Normetanefrina 
mN “o 
3. Degradação. As catecolaminas são inativadas por desaminação 
Ácido vanililmandélico (VMA) oxidativa catalisada pela monoaminoxidase (MAO) e por O-metilação, 
catalisada pela catecol-O-metiltransferase (COMT), usando SAM 
como doador da metila (Fig. 21.16). As duas reações podem ocorrer 
Dopamina em qualquer sequência. Os produtos aldeídicos da reação da MAO 
são oxidados a seus ácidos correspondentes. Os produtos dessas 
MAO COMT 5 s k e i as 
A y reações são excretados na urina como ácido vanilmandélico (VMA, 
do inglês vanillylmandelic acid), produzido a partir da adrenalina e da 
Ácido di-hidroxi- 3-Metoxitiramina NA, e ácido homovanílico (HVA, do inglês homovanillic acid), produzi- 
sfeniiacático: do a partir da dopamina. (Nota: o VMA e as metanefrinas aumentam 
em casos de feocromocitomas, tumores raros da glândula suprarre- 
COMT MAO A 2 p i 
nal, caracterizados pela produção excessiva de catecolaminas.) 
Ácido homovanílico (HVA) 4. Inibidores da monoaminoxidase. A MAO é encontrada em te- 
cidos neurais e em outros tecidos, como o intestino e o fígado. No 
neurônio, essa enzima desamina oxidativamente e inativa qualquer 
: excesso de moléculas de neurotransmissor (NA, dopamina ou se- 
Figura 21.16 


rotonina) que possa ser liberado das vesículas sinápticas quando 


Metabolsmordas catecolaminas pala o neurônio está em repouso.* Os inibidores da MAO (IMAO) podem 


catecol-O-metiltransferase (COMT) e 
pela monoaminoxidase (MAO). 
(Nota: a COMT requer *N. De T. Essa enzima também inativa tais neurotransmissores após serem liberados 
S-adenosilmetionina.) em resposta à atividade neuronal. 
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inativar irreversível ou reversivelmente a enzima, permitindo que 
moléculas do neurotransmissor escapem à degradação e, assim, 
essas moléculas acumulam-se dentro do neurônio pré-sináptico e 
vazam para o espaço sináptico. Isso causa ativação de recepto- 
res noradrenérgicos e serotoninérgicos e pode ser o mecanismo 
responsável pela ação antidepressiva desses fármacos. (Nota: a 
interação dos IMAO com alimentos contendo tiramina é discutida 
na pág. 373.) 


B. Histamina 


A histamina é um mensageiro químico que medeia um amplo espectro 
de respostas celulares, incluindo as reações alérgicas e inflamatórias e 
a secreção gástrica de ácido. Essa molécula é um poderoso vasodilata- 
dor e é formada pela descarboxilação da histidina em uma reação que 
requer PLP (Fig. 21.17). Ela é secretada por mastócitos, como resultado 
de reações alérgicas ou trauma. A histamina não apresenta aplicações 
clínicas, mas agentes que interferem com a ação da histamina possuem 
aplicações terapêuticas importantes. 


. Serotonina 


A serotonina, também denominada 5-hidroxitriptamina (5-HT), é sinteti- 
zada e/ou armazenada em diversos sítios no organismo (Fig. 21.18). As 
maiores quantidades de serotonina são encontradas nas células da mu- 
cosa intestinal. Menores quantidades podem ser observadas no SNC, 
onde funciona como neurotransmissor, e em plaquetas (ver Cap. 35 
online). A serotonina é sintetizada a partir do triptofano, que é hidroxilado 
em uma reação que requer BH,, análoga àquela catalisada pela fenila- 
lanina-hidroxilase. O produto, o 5-hidroxitriptofano, é descarboxilado a 
5-HT. A serotonina possui múltiplos papéis fisiológicos, incluindo papéis 
na percepção da dor, na regulação do sono, do apetite, da temperatura, 
da pressão sanguínea, além de funções cognitivas e do humor (causa 
uma sensação de bem-estar). (Nota: inibidores seletivos da recaptação 
de serotonina [ISRS] mantêm os níveis de serotonina na fenda sinápti- 
ca e funcionam como antidepressivos.) A serotonina é degradada pela 
MAO, produzindo ácido 5-hidroxi-3-indolacético (5-HIAA). 


. Creatina 


A creatina-fosfato (também chamada de fosfocreatina) é o derivado fos- 
forilado da creatina encontrada no músculo. É um composto de alta ener- 
gia, que fornece uma reserva pequena, mas rapidamente mobilizável de 
fosfatos de alta energia, os quais podem ser transferidos reversivelmente 
ao difosfato de adenosina (ADP, do inglês adenosine diphosphate) (Fig. 
21.19), a fim de manter os níveis intracelulares de ATP durante os pri- 
meiros minutos de contração muscular intensa. (Nota: a quantidade de 
fosfocreatina corporal é proporcional à quantidade de massa muscular.) 


1. Síntese. A creatina é sintetizada no fígado e nos rins a partir da 
glicina e do grupo guanidino da arginina, mais um grupo metila da 
SAM (ver Fig. 21.19). Produtos animais são fontes dietéticas de 
creatina. A creatina é fosforilada reversivelmente pela creatina-cina- 
se, utilizando ATP como doador de fosfato e produzindo fosfocrea- 
tina. (Nota: a presença de creatina-cinase [isozima MB] no plasma é 
um indicativo de lesão cardíaca, utilizado no diagnóstico do infarto 
do miocárdio [ver pág. 65].) 


2. Degradação. A creatina e a fosfocreatina ciclizam espontanea- 
mente, em velocidade lenta, mas constante, produzindo a creati- 
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Figura 21.17 
Biossíntese da histamina. 
PLP = piridoxal-fosfato. 
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Síntese da serotonina. 

(Nota: a serotonina é convertida em 
melatonina, um regulador do ritmo 
circadiano, na glândula pineal.) 
PLP = piridoxal-fosfato; 

CO, = dióxido de carbono. 
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nina, excretada na urina. A quantidade de creatinina excretada é 
proporcional ao conteúdo total de creatina-fosfato no organismo. 
Pode, portanto, ser utilizada para estimar a massa muscular. Quan- 
do a massa muscular diminui por alguma razão (p. ex., paralisia ou 
distrofia muscular), o conteúdo de creatinina na urina diminui. Além 
disso, um aumento na creatinina sanguínea é indicador sensível de 
prejuízo na função renal, pois normalmente a creatinina é rapida- 
mente removida do sangue e excretada. Um adulto do sexo mascu- 
lino excreta, geralmente, cerca de 1 a 2 g de creatinina por dia. 


E. Melanina 


A melanina é um pigmento encontrado em diversos tecidos no orga- 
nismo, em especial nos olhos, nos cabelos e na pele. Esse pigmento é 
sintetizado a partir da tirosina nos melanócitos (células formadoras de 
pigmento) da epiderme. Sua função é proteger as células subjacentes 
dos efeitos danosos da luz solar. (Nota: uma falha na produção de me- 
lanina resulta no albinismo oculocutâneo, e a forma mais comum dessa 
doença deve-se a defeitos na tirosinase, uma enzima que contém cobre 
[ver pág. 273].) 
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Síntese da creatina. ADP = difosfato 


de adenosina; P, = fosfato inorgânico. 





IV. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os aminoácidos são precursores de muitos compostos nitrogenados, incluin- 
do as porfirinas, que, em combinação com o íon ferroso (Fe”'), formam o heme 
(Fig. 21.20). Os principais sítios para a biossíntese do heme são o fígado, que 
sintetiza diversas hemeproteínas (em especial as enzimas citocromo P450), e 
as células produtoras de eritrócitos da medula óssea, ativas na síntese de 
hemoglobina. No figado, a velocidade de síntese do heme é altamente variável, 
respondendo a alterações nas concentrações celulares de heme, causadas pela 
flutuação na demanda por hemeproteínas. Em contrapartida, a síntese de heme 
nas células eritroides é relativamente constante e está ajustada à velocidade 
de síntese de globina. A síntese de heme inicia com glicina e succinil-coen- 
zima A. O passo comprometido na síntese do heme é a formação de ácido 
ô-aminolevulínico (ALA). Essa reação ocorre na mitocôndria e é catalisada, no 
fígado, pela ALA-sintase-1 (ALAS1), que é inibida por hemina (a forma oxidada 
do heme que se acumula na célula quando este estiver sendo subutilizado), e 
pela ALAS2 (regulada pelo ferro) nos tecidos eritroides. As porfirias são causa- 
das por defeitos herdados ou adquiridos (envenenamento por chumbo) na sin- 
tese de heme, resultando no acúmulo e na excreção aumentada de porfirinas ou 
de precursores de porfirinas. Defeitos enzimáticos nos primeiros passos da via 
causam dor abdominal e sintomas neuropsiquiátricos, enquanto defeitos em 
passos posteriores causam fotossensibilidade. A degradação do heme ocorre 
no sistema mononuclear fagocitário, especialmente no fígado e no baço. O 
primeiro passo é a produção de biliverdina, pela heme-oxigenase. A biliverdina 
é, então, reduzida a bilirrubina. A bilirrubina é transportada ligada à albumina 
até o fígado, onde sua solubilidade é aumentada pela adição de duas moléculas 
de ácido glicurônico, em uma reação catalisada pela bilirrubina-UDP-glicuro- 
nosiltransferase (bilirrubina-UGT). O diglicuronato de bilirrubina (bilirrubina 
conjugada) é transportado para os canalículos biliares. A bilirrubina conjugada 
é hidrolisada e reduzida por bactérias no intestino, produzindo urobilinogênio, 
que, após, é oxidado pelas bactérias até a forma de estercobilina. A icterícia 
refere-se à cor amarela da pele e da esclera, causada pela deposição de bilirru- 
bina, secundária a um aumento dos níveis de bilirrubina no sangue. Há três ti- 
pos de icterícia comumente encontrados: hemolítica (pré-hepática), obstrutiva 
(pós-hepática) e hepatocelular (hepática) (ver Fig. 21.20). Outros compostos 
nitrogenados importantes derivados dos aminoácidos incluem as catecolami- 
nas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), a creatina, a histamina, a sero- 
tonina, a melanina e o óxido nítrico. 
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Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo do heme. mms = Bloqueio na via. (Nota: a icterícia hepatocelular 
pode ser causada por diminuição na conjugação da bilirrubina ou por redução na secreção de bilirrubina conjugada 
do fígado para a bile.) CoA = coenzima A; CO = monóxido de carbono; Fe = ferro. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


21.1 A atividade da ô-aminolevulinato-sintase: 


A. Catalisa o passo comprometido na biossíntese das 
porfirinas. 

B. É inibida nos eritrócitos pelo ferro. 

C. Apresenta-se reduzida no fígado em indivíduos trata- 
dos com certos fármacos, como o barbitúrico feno- 
barbital. 

D. É observada no citosol. 

E. Requer tetra-hidrobiopterina como coenzima. 


21.2 Um homem de 50 anos de idade apresentava bolhas do- 


lorosas no dorso das mãos. Ele era instrutor de golfe e 
relatou que as bolhas erupcionaram logo após o início 
da estação de golfe. Ele não foi exposto recentemente 
a substâncias irritantes da pele conhecidas. O paciente 
apresentava distúrbio convulsivo parcial complexo, que 
começou cerca de três anos antes, após uma concussão 
no crânio. O paciente estava utilizando fenitoína — sua 
única medicação — desde o início do distúrbio convulsi- 
vo. Admitiu ter um consumo semanal médio de etanol de 
cerca de 18 latas de cerveja de 350 mL. A urina do pa- 
ciente apresentou-se laranja-avermelhada. Culturas ob- 
tidas das lesões da pele não mostraram crescimento de 
microrganismos. A urina de 24 horas mostrou aumento 
na uroporfirina (1.000 mg; normal: < 27 mg). O diagnósti- 
co mais provável é: 

Porfiria intermitente aguda. 

Porfiria eritropoiética congênita. 

Protoporfiria eritropoiética. 

Coproporfiria hereditária. 

Porfiria cutânea tardia. 


mDOm> 


21.3 Um paciente se apresenta com icterícia, dor abdominal e 
náusea. Os resultados de exames laboratoriais são mos- 
trados abaixo. 





Bilirrubina Urobilinogênio Bilirrubina 

plasmática urinário urinária 

Aumento na bilirrubina | Não observado | Presente 
conjugada 








Qual a causa mais provável da icterícia? 


A. Redução na conjugação hepática da bilirrubina. 
B. Redução na captação hepática da bilirrubina. 
C. Diminuição na secreção de bile para o intestino. 
D. Hemólise aumentada. 


21.4 Uma criança de 2 anos de idade foi levada a seu pedia- 


tra para avaliação de problemas gastrintestinais. Os pais 
relatam que o menino tem estado apático durante as úl- 
timas semanas. Testes laboratoriais revelam uma anemia 
microcítica hipocrômica. Os níveis de chumbo no sangue 
estão aumentados. Qual das enzimas listadas abaixo tem 
maior probabilidade de apresentar atividade maior que a 
normal no fígado dessa criança? 


3-Aminolevulinato-sintase. 
Bilirrubina-UDP-glicuronosiltransferase. 
Ferroquelatase. 

Heme-oxigenase. 
Porfobilinogênio-sintase. 


mop» 


Resposta correta = A. A à-aminolevulinato-sintase é uma enzima mi- 
tocondrial e catalisa o passo regulado e limitante da velocidade na 
síntese de porfirinas. Essa enzima requer piridoxal-fosfato como co- 
enzima. O ferro aumenta a produção da isozima eritroide. A isozima 
hepática tem sua atividade aumentada em pacientes tratados com 
certos fármacos. 


Resposta correta = E. A doença está associada a uma deficiência na 
uroporfirinogênio Ill-descarboxilase (UROD), mas a expressão clínica 
da deficiência enzimática é influenciada por dano hepático causado 
por fatores ambientais (p. ex., etanol) e infecciosos (p. ex., vírus da 
hepatite B). Exposição à luz solar pode também ser um fator preci- 
pitante. O início clínico geralmente ocorre durante a quarta ou quinta 
década de vida. O acúmulo de porfirina leva a sintomas cutâneos e 
a urina torna-se de vermelha a marrom. O tratamento do distúrbio 
convulsivo do paciente com fenitoína causou um aumento na sin- 
tese de ô-aminolevulinato-sintase e, portanto, de uroporfirinogênio, 
o substrato da enzima deficiente, a UROD. Achados laboratoriais e 
clínicos são inconsistentes com outras porfirias. 


Resposta correta = C. Os dados são consistentes com uma icterícia 
obstrutiva, na qual um bloqueio no ducto biliar comum diminui a se- 
creção da bile contendo a bilirrubina conjugada para o intestino (as 
fezes terão coloração pálida). A bilirrubina conjugada difunde para 
o sangue (hiperbilirubinemia conjugada). A bilirrubina conjugada é 
excretada na urina (que escurece), sendo referida como bilirrubina 
urinária. O urobilinogênio urinário não está presente, pois sua fonte é 
o urobilinogênio intestinal, que está reduzido. As demais alternativas 
não estão de acordo com os dados. 


Resposta correta = A. Essa criança tem porfiria adquirida por enve- 
nenamento por chumbo. O chumbo inibe tanto a 5-aminolevulinato- 
-desidratase quanto a ferroquelatase e, consequentemente, a sín- 
tese de heme. A diminuição no heme remove a repressão sobre a 
ô-aminolevulinato-sintase-1 (a isozima hepática), resultando em um 
aumento em sua atividade. A diminuição no heme também resulta 
em redução na síntese de hemoglobina, observando-se anemia. A 
ferroquelatase é inibida diretamente pelo chumbo. As demais alter- 
nativas são enzimas da degradação do heme. 





Metabolismo dos 
nucleotídeos 


I. VISÃO GERAL 





Os ribonucleosídeos e os desoxirribonucleosídeos fosfatados (nucleotídeos) 
são essenciais para todas as células. Sem eles, nem o ácido ribonucleico 
(RNA) nem o ácido desoxirribonucleico (DNA) podem ser produzidos e, por- 
tanto, as proteínas não podem ser sintetizadas nem as células proliferam. 
Os nucleotídeos também servem como carreadores de intermediários ati- 
vados na sintese de alguns carboidratos, lipídeos e proteínas conjugadas 
(p. ex., difosfato de uridina [UDP]-glicose e citidina-difosfato [CDP]-colina) 
e são componentes estruturais de várias coenzimas essenciais, como co- 
enzima A, flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD[H,]), nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo (NAD'[NADH]) e nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato 
(NADP“[NADPH)). Nucleotídeos como o monofosfato de adenosina cíclico 
(AMPc) e o monofosfato de guanosina cíclico (GMPc) são utilizados como 
segundos mensageiros em vias de transdução de sinais. Além disso, os nu- 
cleotídeos desempenham um papel importante como fonte de energia na 
célula. Finalmente, os nucleotídeos são importantes compostos reguladores 
para muitas das rotas do metabolismo intermediário, inibindo ou ativando 
enzimas-chave. As bases púricas e pirimídicas encontradas nos nucleo- 
tídeos podem ser sintetizadas de novo ou podem ser obtidas por vias de 
salvação, que permitem a reutilização das bases pré-formadas resultantes 
do metabolismo normal da célula. (Nota: apenas uma pequena parte das 
purinas e pirimidinas supridas pela dieta é utilizada; o restante é degradado.) 


H. ESTRUTURA 





Os nucleotídeos são compostos por uma base nitrogenada, um monossaca- 
rídeo (uma pentose) e um, dois ou três grupos fosfato. As bases nitrogenadas 
que fazem parte dos nucleotídeos pertencem a duas famílias de compostos: 
as purinas e as pirimidinas. 


A. Bases púricas e pirimídicas 


Tanto o DNA como o RNA contêm as mesmas bases púricas: adenina (A) 
e guanina (G). Ambos contêm a pirimidina citosina (C), mas diferem em 
sua segunda base pirimídica: o DNA contém timina (T), ao passo que o 
RNA contém uracila (U). T e U diferem apenas por um grupo metila, pre- 
sente em T, mas ausente em U (Fig. 22.1). Bases incomuns (modificadas) 
são ocasionalmente encontradas em algumas espécies de DNA (p. ex., 
em alguns DNA virais) e de RNA (p. ex., em RNA transportador [RNAt]). 
As modificações que podem ocorrer nas bases incluem metilação, gli- 
cosilação, acetilação e redução. A Figura 22.2 mostra alguns exemplos 





Purinas presentes no DNA e no RNA 


Pirimidinas presentes no DNA 





Figura 22.1 
Purinas e pirimidinas comumente 
encontradas no DNA e no RNA. 
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Exemplos de bases incomuns. 


RNA 


ay 


DNA 


x 


HOH;C O HOH,C 
OH OH 

OH OH OH H 
Ribose 2-Desoxirribose 











Desoxiadenosina 








Figura 22.3 


A. Pentoses encontradas nos ácidos 
nucleicos. B. Exemplos dos sistemas 
de numeração para nucleosídeos 
contendo purinas e pirimidinas. 


de bases incomuns. (Nota: a presença de uma base incomum em uma 
sequência de nucleotídeos pode auxiliar no seu reconhecimento por en- 
zimas específicas ou protegê-la da degradação por nucleases.) 


B. Nucleosídeos 


A adição de uma pentose a uma base por meio de uma ligação N-glico- 
sídica (ver pág. 86) produz um nucleosídeo. Se a pentose for a ribose, 
é produzido um ribonucleosídeo; se for a 2-desoxirribose, é produzido 
um desoxirribonucleosídeo (Fig. 22.34). Os ribonucleosídeos de A, G, C 
e U são denominados adenosina, guanosina, citidina e uridina, respec- 
tivamente. Os desoxirribonucleosídeos de A, G, C e T recebem a adição 
do prefixo desoxi-, como, por exemplo, desoxiadenosina. (Nota: o com- 
posto desoxitimidina é frequentemente chamado de timidina, ficando o 
prefixo desoxi- subentendido, porque é incorporado apenas ao DNA.) 
Os átomos de carbono e nitrogênio nos anéis da base e da pentose são 
numerados separadamente (Fig. 22.3B). (Nota: os carbonos na pentose 
são numerados de 1' a 5". Assim, quando alguém se refere ao carbono 
5" de um nucleosídeo [ou nucleotídeo], está especificando um átomo de 
carbono presente na pentose e não na base.) 


C. Nucleotídeos 


Um nucleotídeo é produzido pela adição de um ou mais grupos fosfato 
a um nucleosídeo. O primeiro grupo fosfato é ligado por uma ligação 
éster à 5'-OH da pentose, formando um nucleosídeo 5'-fosfato ou um 
5'-nucleotídeo. O tipo de pentose é designado pela adição de um prefixo 
aos nomes, como 5'-ribonucleotídeo e 5'-desoxirribonucleotídeo. Se um 
grupo fosfato é ligado ao carbono 5' da pentose, a estrutura resultante 
é um nucleosídeo monofosfatado, como o monofosfato de adenosina 
(AMP, do inglês adenosine monophosphate [ou adenilato]). Se um segun- 
do ou terceiro fosfato forem adicionados ao nucleosídeo, isso resulta na 
formação de um nucleosídeo difosfatado ou trifosfatado (p. ex., difosfato 
de adenosina [ADP, do inglês adenosine diphosphate] ou trifosfato de 
adenosina [ATP, do inglês adenosine triphosphatel) (Fig. 22.4). O segun- 
do e o terceiro fosfatos estão ligados ao nucleotídeo por uma “ligação 
de alta energia” (uma ligação com um valor alto e negativo da variação 
da energia livre de hidrólise [AG negativa; ver pág. 70]). (Nota: os grupos 
fosfato são responsáveis pelas cargas negativas associadas aos nucleo- 
tídeos e também são o motivo pelo qual o DNA e o RNA são referidos 
como ácidos nucleicos.) 


Ill. SÍNTESE DOS NUCLEOTÍDEOS PÚRICOS 





Os átomos do anel de purina são disponibilizados por uma série de com- 
postos, incluindo aminoácidos (aspartato, glicina e glutamina), dióxido de 
carbono (CO,) e N'ºformil-tetra-hidrofolato (N'º-FTHF), como mostrado na 
Figura 22.5. O anel da purina é formado principalmente no fígado, por uma 
série de reações em que os carbonos e nitrogênios doados são adiciona- 
dos a uma ribose-5-fosfato pré-formada. (Nota: a síntese de ribose-5-fos- 
fato a partir de glicose-6-fosfato pela via das pentoses-fosfato é discutida 
na pág. 147.) 


A. Síntese de 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) 


5-Fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) é uma pentose ativada que par- 
ticipa na síntese e na via de salvação de purinas e pirimidinas. A sín- 
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tese de PRPP a partir de ATP e de ribose 5-fosfato é catalisada pela 
PRPP-sintetase (Fig. 22.6). Essa enzima, cujo gene está presente no 
cromossomo X, é ativada por fosfato inorgânico e inibida pelos nu- 
cleotídeos púricos (inibição pelo produto final). (Nota: como a fração 
de açúcar de PRPP é ribose, os ribonucleotídeos são os produtos fi- 
nais da síntese de novo das purinas. Quando há necessidade de de- 
soxirribonucleotídeos para a síntese de DNA, a molécula de ribose é 
reduzida [ver pág. 297].) 


B. Síntese de 5-fosforribosilamina 


A síntese de 5'-fosforribosilamina a partir de PRPP e glutamina é mos- 
trada na Figura 22.7. O grupo amida da glutamina substitui o grupo 
pirofosfato ligado ao carbono 1 do PRPP. Esse é o passo comprome- 
tido com a via na biossíntese dos nucleotídeos púricos. A enzima que 
catalisa a reação, a glutamina:fosforribosilpirofosfato-amidotransferase 
(GPAT), é inibida pelos 5'-nucleotídeos púricos AMP e monofosfato de 
guanosina (GMP, do inglês guanosine monophosphate [ou guanilato]), 
os produtos finais da via. A velocidade da reação é também controla- 
da pela concentração intracelular de PRPP. (Nota: a concentração do 
PRPP normalmente está muito abaixo da constante de Michaelis (K,,) 
para a GPAT. Assim, mesmo uma pequena variação na concentração 
de PRPP causa uma mudança proporcional na velocidade da reação 
[ver pág. 59].) 


C. Síntese de monofosfato de inosina 


Os próximos nove passos na biossíntese dos nucleotídeos púricos que 
levam à síntese de monofosfato de inosina (IMP, do inglês inosine mono- 
phosphate [cuja base é a hipoxantina]) estão ilustrados na Figura 22.7. 
IMP é o nucleotídeo púrico progenitor de AMP e GMP. Quatro passos 
nessa via requerem ATP como fonte de energia e dois passos na via 
requerem N'º-FTHF como doador de um carbono (ver pág. 267). (Nota: a 
hipoxantina é encontrada no RNAt [ver Fig. 32.9a, pág. 453].) 


D. Inibidores sintéticos 


Alguns inibidores sintéticos da síntese de purinas (p. ex., as sulfonami- 
das) são planejados para inibir o crescimento de microrganismos em 
divisão rápida, sem interferir com as funções celulares humanas (ver 
Fig. 22.7). Outros inibidores da síntese de purinas, como os análogos 
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Figura 22.5 

Fontes de cada átomo no anel das 
purinas. A ordem em que os átomos 
são adicionados é mostrada pelos 
números nos quadrados pretos (ver 
Fig. 22.7). CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 22.6 


Síntese de PRPP, mostrando o ativador e os inibidores da reação. (Nota: esse não é o passo regulador da síntese 
de purinas porque o PRPP é usado em outras vias, como a via de salvação [ver pág. 296].) (P) = fosfato; P, = fosfato 


inorgânico; AMP = monofosfato de adenosina; Mg = magnésio. 
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Figura 22.7 





Síntese de novo dos nucleotídeos púricos, mostrando o efeito inibitório de alguns análogos estruturais. AMP e 
ADP = monofosfato de adenosina e difosfato de adenosina; GMP = monofosfato de guanosina; 
PRPP = 5-fosforribosil-1-pirofosfato; P, = fosfato inorgânico; PP, = pirofosfato; CO, = dióxido de carbono. 
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estruturais do ácido fólico (p. ex., metotrexato), são usados farmaco- 
logicamente para controlar a proliferação do câncer, pois interferem na 
síntese de nucleotídeos e, dessa forma, na síntese de DNA e RNA (ver 
Fig. 22.7). 





Os inibidores da síntese de purinas são extremamente tóxicos para os 
tecidos humanos, em especial para estruturas em desenvolvimento, 
como as do feto, ou para tipos celulares que normalmente replicam-se 
rapidamente, incluindo a medula óssea, a pele, o trato gastrintestinal 
(GI), o sistema imunológico ou os folículos capilares. Como resultado, 
indivíduos sob medicação com tais fármacos anticâncer podem experi- 
mentar efeitos adversos, como anemia, descamação da pele, distúrbios 
do trato GI, imunodeficiência e perda de cabelo. 





Síntese de monofosfato de adenosina e de guanosina 


A conversão de IMP para AMP ou GMP usa uma via de dois passos que 
requer energia e nitrogênio (Fig. 22.8). (Nota: a síntese de AMP requer 
trifosfato de guanosina [GTP, do inglês guanosine triphosphate] como 
fonte de energia e aspartato como fonte de nitrogênio, enquanto a sín- 
tese de GMP requer ATP e glutamina.) Além disso, a primeira reação 
de cada uma dessas rotas é inibida pelo produto final da via. Esse fato 
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Figura 22.8 


Conversão de IMP para AMP (ou adenilato) e GMP (ou guanilato) mostrando inibição por retroalimentação. 
NAD(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo; GDP e GTP = difosfato de guanosina e trifosfato de guanosina; 


P, = fosfato inorgânico; PP, = pirofosfato. 
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específicas para determinadas bases 
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Figura 22.9 

Conversão de nucleosídeos 
monofosfatos em difosfatos e 
trifosfatos. AMP e ADP = monofosfato 
de adenosina e difosfato de 
adenosina; GMP, GDP, e 

GTP = monofosfato de guanosina, 
difosfato de guanosina e trifosfato de 
guanosina; CDP e CTP = difosfato 

de citidina e trifosfato de citidina. 
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Figura 22.10 

Vias de salvação na síntese de 
nucleotídeos púricos. (Nota: 
deficiência praticamente completa 
de HGPRT resulta na síndrome de 
Lesch-Nyhan. Deficiências parciais 
de HGPRT foram descritas. 

À medida que a quantidade de 
enzima funcional aumenta, a 
gravidade dos sintomas diminui.) 
IMP, GMP, e AMP = monofosfato de 
inosina, monofosfato de guanosina e 
monofosfato de adenosina; 

PRPP = 5-fosforribosil-1-pirofosfato; 
PP, = pirofosfato. 


provê um mecanismo para direcionar o IMP para a síntese da purina que 
estiver presente em menor quantidade. Se tanto AMP quanto GMP es- 
tiverem presentes em quantidades adequadas, a via de novo de síntese 
de nucleotídeos púricos é inibida no passo da GPAT. 


Síntese dos nucleosídeos di- e trifosfatados 


Os nucleosídeos difosfatados são sintetizados a partir dos nucleosídeos 
monofosfatados correspondentes, pela atividade de nucleosideos-mo- 
nofosfato-cinases específicas para cada base (Fig. 22.9). (Nota: essas 
cinases não discriminam a ribose da desoxirribose no substrato.) Geral- 
mente, o ATP é a fonte dos fosfatos transferidos, pois está presente em 
concentrações mais altas do que os demais nucleosídeos trifosfatados. 
A adenilato-cinase é especialmente ativa no fígado e no músculo, onde a 
taxa de renovação da energia do ATP é alta. Sua função é manter o equi- 
líbrio entre os nucleotídeos de adenina (AMP, ADP e ATP). Nucleosídeos 
di- e trifosfatados são interconversíveis pela ação da nucleosídeo-difos- 
fato-cinase, uma enzima que, diferentemente das monofosfato-cinases, 
apresenta especificidade mais ampla. 


. Via de salvação das purinas 


As purinas que resultam da renovação normal dos ácidos nucleicos celu- 
lares, ou da pequena quantidade obtida da dieta e que não é degradada, 
podem ser convertidas em nucleosídeos trifosfatados e usadas pelo or- 
ganismo. Essa é a chamada via de salvação para as purinas. (Nota: a via 
de salvação é particularmente importante no encéfalo.) 


1. Conversão de bases púricas a nucleotídeos. Duas enzimas 
estão envolvidas: a adenina-fosforribosil-transferase (APRT) e a 
hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (HGPRT) ligada ao 
X. Ambas usam PRPP como fonte do grupo ribose-5-fosfato (Fig. 
22.10). A liberação de pirofosfato e sua subsequente hidrólise pela 
pirofosfatase tornam essas reações irreversíveis. (Nota: a adenosina 
é o único nucleosídeo púrico a ser reaproveitado. Ela é fosforilada a 
AMP pela adenosina-cinase.) 


2. Síndrome de Lesch-Nyhan. Essa síndrome é uma doença rara, 
recessiva, ligada ao cromossomo X, associada a uma deficiência 
praticamente total de HGPRT. Essa deficiência resulta na incapa- 
cidade de utilizar a via de salvação para hipoxantina ou guanina, 
levando à produção de quantidades excessivas de ácido úrico, o 
produto final da via de degradação das purinas (ver pág. 298). Além 
disso, a falta dessa via de salvação causa aumento nos níveis de 
PRPP e diminuição nos níveis de IMP e GMP. Como resultado, a 
GPAT (o passo regulado na síntese de purinas) possui substrato em 
excesso e redução na concentração de seus inibidores, e a síntese 
de novo é aumentada. A combinação da diminuição na reutilização 
das purinas, com o aumento da síntese desses compostos, resulta 
em aumento da degradação das purinas e na produção de grandes 
quantidades de ácido úrico, tornando a deficiência de HGPRT uma 
causa hereditária de hiperuricemia. Em pacientes com a síndrome 
de Lesch-Nyhan, a hiperuricemia frequentemente resulta na forma- 
ção de cálculos de ácido úrico nos rins (urolitíase) e na deposição 
de cristais de urato nas articulações (artrite gotosa) e nos tecidos 
moles. Além disso, a síndrome é caracterizada por disfunção moto- 
ra, déficits cognitivos e distúrbios comportamentais que incluem a 
automutilação (p. ex., morder os lábios e os dedos), como mostra a 
Figura 22.11. 
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IV. SÍNTESE DE DESOXIRRIBONUCLEOTÍDEOS 





Todos os nucleotídeos descritos anteriormente neste capítulo contêm 
ribose (ribonucleotídeos). A síntese de DNA, no entanto, requer 2'-de- 
soxirribonucleotídeos, que são produzidos a partir de ribonucleosídeos 
difosfatados pela enzima ribonucleotídeo-redutase durante a fase S do 
ciclo celular (ver pág. 423). (Nota: as mesmas enzimas agem sobre os 


ribonucleotídeos pirimídicos.) 


A. Ribonucleotídeo-redutase 


A ribonucleotídeo-redutase (ribonucleosídeo-difosfato-redutase) é um 
dímero composto por duas subunidades não idênticas, R1 (ou a) e R2 
(ou B), que é menor. Essa enzima é específica para a redução de nucle- 
osídeos-difosfato púricos (ADP e GDP) e nucleosídeos-difosfato pirimí- 
dicos (CDP e UDP), produzindo suas formas desoxi (dADP, dGDP, dCDP 
e dUDP). Os doadores imediatos dos átomos de hidrogênio necessários 
para a redução do grupo 2'-hidroxila são dois grupos sulfidrila (-SH) na 
própria enzima (na subunidade R1), que formam uma ligação dissulfeto 





durante a reação (ver pág. 19). (Nota: R2 contém o radical tirosila estável, 
necessário para a catálise em R1.) 


i. 


Regeneração da enzima reduzida. 


Para que a ribonucleotídeo- 


Figura 22.11 
Lesões nos lábios de um paciente 
com síndrome de Lesch-Nyhan. 


-redutase possa continuar produzindo desoxirribonucleotídeos em 
R1, a ligação dissulfeto, criada durante a produção do 2'-desoxi- 
carbono, deve ser reduzida. A fonte dos equivalentes redutores é a 
tiorredoxina, uma coenzima proteica da ribonucleotídeo-redutase. A 
tiorredoxina contém, na cadeia peptídica, dois resíduos de cisteína 
separados por dois aminoácidos. Os dois grupos -SH de tiorredo- 


xina doam seus átomos de hidrogênio para a ribonucleo- 
tídeo-redutase, formando uma ligação dissulfeto no pro- 
cesso (Fig. 22.12). 


Regeneração da tiorredoxina reduzida. A tiorredoxi- 
na deve ser convertida novamente na sua forma reduzi- 
da para que possa continuar exercendo sua função. Os 
equivalentes redutores são fornecidos por NADPH + H*, 
e a reação é catalisada pela tiorredoxina-redutase, uma 
selenoproteína (ver pág. 268). 


B. Regulação da síntese de desoxirribonucleotídeos 


A ribonucleotídeo-redutase é responsável pela manutenção 
de um balanço adequado dos desoxirribonucleotídeos neces- 
sários à síntese de DNA. Consequentemente, a regulação da 
enzima é complexa. Além do local catalítico, R1 contém dois 
sítios alostéricos distintos envolvidos na regulação da ativida- 
de enzimática (Fig. 22.13). 


k 


Sítios de atividade. A ligação do dATP a sítios alos- 
téricos (conhecidos como sítios de atividade) em R1 
inibe a atividade catalítica geral da enzima e, portanto, 
impede a redução de qualquer um dos quatro nucleosí- 
deos-difosfato. Isso previne efetivamente a síntese de 
DNA e explica a toxicidade de níveis elevados de dATP, 
observados em certas condições, como na deficiência 
de adenosina-desaminase (ADA) (ver pág. 301). Em 
contrapartida, ATP, quando ligado a esses sítios, ativa a 
enzima. 








H20 — riorredoxina (S-S) 
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Figura 22.12 

Conversão de ribonucleotídeos em 
desoxirribonucleotídeos. 

NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
fosfato; dATP = desoxiadenosina-trifosfato. 
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SÍTIOS DE ATIVIDADE 


ATP ativa a enzima. 
dATP inibe a enzima. 


SÍTIOS DE 
ESPECIFICIDADE 
AO SUBSTRATO 


ATP, dATP, dTTP e dGTP 
regulam a redução de 
ribonucleotídeos específicos. 


Subunidade | Subunidade 
R1 R2 





2. Sítios de especificidade ao substrato. A ligação de nucleoside- 
os-trifosfato a sítios alostéricos adicionais (conhecidos como sítios 
de especificidade ao substrato) em R1 regula a especificidade ao 
substrato, causando aumento na conversão de diferentes espécies 
de ribonucleotídeos em desoxirribonucleotídeos, de acordo com 
a necessidade para a síntese de DNA. Por exemplo, a ligação de 
desoxitimidina-trifosfato aos sítios de especificidade causa uma 
mudança conformacional que permite a redução de GDP a dGDP 
no sítio catalítico quando o ATP está no sítio de atividade. 





bindo a geração de substratos para a síntese de DNA. Esse fármaco é 
um agente antineoplásico e é usado no tratamento de cânceres, como 
o melanoma. A hidroxiureia também é utilizada no tratamento de anemia 
falciforme (ver pág. 36). No entanto, o aumento da hemoglobina fetal 
observada com a hidroxiureia é resultado de alterações na expressão 


A hidroxiureia (hidroxicarbamida) inibe a ribonucleotídeo-redutase, ini- 
gênica e não da inibição da ribonucleotídeo-redutase. 














Figura 22.13 

Regulação da ribonucleotídeo- 
-redutase. dATP, dTTP, e 

dGTP = desoxiadenosina-trifosfato, 
desoxitimidina-trifosfato e 
desoxiguanosina-trifosfato. 

(Nota: a subunidade R1 também é 
referida como a e R2, como B.) 


V. DEGRADAÇÃO DOS NUCLEOTÍDEOS PÚRICOS 





A degradação de ácidos nucleicos na dieta ocorre no intestino delgado, onde 
as nucleases pancreáticas os hidrolisam para nucleotídeos. Os nucleotídeos 
são degradados sequencialmente por enzimas intestinais para nucleosídeos, 
açúcares fosforilados e bases livres. O ácido úrico é o produto final da de- 
gradação intestinal das bases púricas. (Nota: os nucleotídeos púricos sin- 
tetizados pela via de novo são degradados principalmente pelo fígado. As 
bases livres são enviadas para fora do fígado e reaproveitadas pelos tecidos 
periféricos.) 


A. Degradação no intestino delgado 


Ribonucleases e desoxirribonucleases, secretadas pelo pâncreas, hi- 
drolisam RNA e DNA da dieta, formando oligonucleotídeos, que são 
ainda hidrolisados por fosfodiesterases pancreáticas, produzindo uma 
mistura de 3' e 5'-mononucleotídeos. Na superfície da mucosa intes- 
tinal, as nucleotidases removem os grupos fosfato hidroliticamente, li- 
berando nucleosídeos que são absorvidos pelos enterócitos usando 
transportadores dependentes de sódio e degradados por nucleosidases 
(nucleosídeo-fosforilases) a bases livres e (desoxi) ribose-1-fosfato. As 
bases púricas da dieta não são usadas em quantidade significativa para 
a síntese dos ácidos nucleicos teciduais. Em vez disso, elas são de- 
gradadas em ácido úrico nos enterócitos. A maior parte do ácido úrico 
entra no sangue, sendo, após, excretado pela urina. Um resumo dessa 
rota é mostrado na Figura 22.14. (Nota: mamíferos, exceto os primatas, 
expressam a enzima urato-oxidase (uricase), a qual cliva o anel púrico, 
gerando a alantoína. Uma urato-oxidase recombinante modificada está 
sendo usada clinicamente para diminuir os níveis de urato.) 


Formação de ácido úrico 


Um resumo das etapas na produção de ácido úrico e as doenças ge- 
néticas associadas a deficiências de enzimas específicas dessa via de 
degradação são mostrados na Figura 22.15. (Nota: os números entre 
colchetes se referem a reações específicas na figura.) 
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Um grupo amino é removido do AMP para produzir IMP pela AMP 
(adenilato)-desaminase ou da adenosina para produzir inosina (hipo- 
xantina-ribose) pela adenosina-desaminase. 

IMP e GMP são convertidos em suas respectivas formas nucleosídi- 
cas, inosina e guanosina, pela ação da 5'-nucleotidase. 

A purina-nucleosideo-fosforilase converte inosina e guanosina em 
suas respectivas bases púricas, hipoxantina e guanina. (Nota: uma 
mutase interconverte ribose-1- e ribose-5-fosfato.] 

A guanina é desaminada, formando a xantina. 


A hipoxantina é oxidada pela xantina-oxidase (XO), uma enzima 
contendo molibdênio, a xantina, que é, após, oxidada pela XO em 
ácido úrico, o produto final da degradação das purinas nos huma- 
nos. O ácido úrico é principalmente excretado na urina. 


C. Doenças associadas à degradação das purinas 


1. 


Gota. A gota é uma doença caracterizada por altos níveis de áci- 
do úrico (o produto final do catabolismo das purinas ) no sangue 
(hiperuricemia), como resultado da superprodução ou da baixa ex- 
creção de ácido úrico. A hiperuricemia pode resultar na deposição 
de cristais de urato monossódico nas articulações e em uma res- 
posta inflamatória aos cristais, causando, inicialmente, um quadro 
agudo e, progressivamente, levando à artrite gotosa crônica. Mas- 
sas nodulares de cristais de urato monossódico (tofos) são depo- 
sitadas nos tecidos moles do corpo, resultando em gota tofácea 
crônica (Fig. 22.16). A formação de pedras de ácido úrico nos rins 
(urolitíase) também pode ocorrer. (Nota: a hiperuricemia não é sufi- 
ciente para causar gota, mas a gota é sempre precedida de hipe- 
ruricemia. A hiperuricemia é geralmente assintomática, mas pode 
ser indicativa de comorbidades, como a hipertensão arterial.) O 
diagnóstico definitivo da gota requer a coleta por aspiração e a aná- 
lise do fluido sinovial (Fig. 22.17) de uma articulação afetada (ou ma- 
terial de um tofo), por meio da microscopia de luz polarizada, para a 
confirmação da presença de cristais de urato monossódico com o 
formato de agulhas (Fig. 22.18). 


Baixa excreção de ácido úrico. Em mais de 90% dos indivíduos 
com hiperuricemia, a causa é a baixa excreção do ácido úrico. A 
diminuição da excreção pode ser primária, resultando de problemas 
excretórios hereditários ainda não identificados, ou secundária a 
processos patológicos conhecidos, que afetam a maneira como os 
rins processam o urato (p. ex., na acidose láctica, o lactato aumenta 
a reabsorção renal de urato, levando à diminuição de sua excreção), 
ou a fatores ambientais, como o uso de fármacos (p. ex., diuréticos 
tiazídicos) ou exposição ao chumbo (gota saturnina). 


Superprodução de ácido úrico. Uma causa menos comum de 
hiperuricemia é a superprodução de ácido úrico. A hiperuricemia 
primária é, na maioria das vezes, idiopática (sem causa conhecida). 
Entretanto, foram identificadas várias mutações no gene da PRPP- 
-sintetase, ligada ao cromossomo X, que resultam em uma enzima 
com aumento da velocidade máxima (Vma; Ver pág. 57) para a pro- 
dução do PRPP, um menor K,, (ver pág. 59) para a ribose-5-fosfato, 
ou uma sensibilidade diminuída aos nucleotídeos púricos, seus ini- 
bidores alostéricos (ver pág. 62). Em cada um dos casos, a maior 
disponibilidade de PRPP aumenta a produção das purinas, resul- 
tando em níveis elevados de ácido úrico plasmático. A sindrome 
de Lesch-Nyhan (ver pág. 296) também causa hiperuricemia, como 
resultado da diminuição da via de salvação das bases hipoxantina e 
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Figura 22.14 
Digestão dos ácidos nucleicos 
da dieta. P, = fosfato inorgânico. 
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DEFICIÊNCIA DE ADENOSINA-DESAMINASE (ADA) 


« Essa deficiência autossômica recessiva causa um tipo 
de imunodeficiência combinada grave (SCID), envolvendo 
a depleção das células T, B e NK (linfocitopenia). 





e Crianças deficientes em ADA, que não são tratadas, 
geralmente morrem antes dos dois anos de idade por 









































infecção generalizada; o tratamento inclui TMO, TRE e DEFICIÊNCIA DE 
terapia gênica. PURINA-NUCLEOSÍDEO 
FOSFORILASE (PNP) 
N " Sain ida 
Wonofestato do sos UrZO Ha lnokinamonofostáto Essa deficiência autossômica 
(AMP) (IMP) recessiva é mais rara e menos 
AMP (adenilato)-desaminase grave do que a deficiência da ADA. 
1 
ao Eesti n tko + Afeta principalmente o 
2 '-Nucleotidase desenvolvimentos dos linfócitos T. 
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recorrentes e atraso no 
A — Inosina desenvolvimento neurológico. 
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mM 
Fosforilase dos 
nucleosídeos 
GOTA púricos [3] 
+ Essa doença é caracterizada por hiperuricemia, com 
crises recorrentes de inflamação artrítica aguda nas 
articulações, causadas pela deposição de cristais de Monofosfato de guanosina 
urato monossódico. (GMP) 
o 
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e A deposição de cristais (tofos) pode ser vista em Ciao) 
tecidos moles e nos rins (urolitíase). Xantina-oxidase 
N OET 02+ H20 Fosforilase dos P; 
* O tratamento com alopurinol inibe a xantina-oxidase, nucleosídeos 
resultando em acúmulo de hipoxantina e xantina — úricos ¿ 
compostos mais solúveis que o ácido úrico. [5] H,O. E BI Ribose- 
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Figura 22.15 


A degradação dos nucleotídeos púricos até ácido úrico, ilustrando algumas das doenças genéticas associadas a essa 
via. (Nota: os números entre colchetes referem-se aos números correspondentes citados no texto.) TMO = transplante 


de medula óssea; TRE = terapia de reposição enzimática; P, = fosfato inorgânico; H,O, 


NH, = amônia. 


= peróxido de hidrogênio; 


guanina e do subsequente aumento na disponibilidade de PRPP. A 
hiperuricemia secundária é, geralmente, consequência do aumento 
da disponibilidade das purinas (p. ex., em pacientes com doenças 
mieloproliferativas, ou aqueles submetidos à quimioterapia, os 
quais possuem alta taxa de renovação celular.) A hiperuricemia tam- 
bém pode ser o resultado de doenças metabólicas aparentemente 
não relacionadas, como a doença de von Gierke (ver Fig. 11.8, pág. 
130) ou a intolerância hereditária à frutose (ver pág. 138). 
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Uma dieta rica em carne, frutos do mar (particularmente mariscos) e 
etanol está associada ao aumento do risco de gota, enquanto uma dieta 
rica em produtos lácteos com baixo teor de gordura está associada a 
uma diminuição do risco para essa doença. 





c. 


Tratamento. Os ataques agudos de gota são tratados com agen- 
tes anti-inflamatórios. Colchicina, fármacos esteroides (como a 
prednisona) e não esteroides (como a indometacina) são emprega- 
dos no tratamento. (Nota: a colchicina despolimeriza os microtú- 
bulos, dessa forma diminuindo o movimento dos neutrófilos para 
a área afetada. Como os outros fármacos anti-inflamatórios, não 
possui efeito sobre os níveis de ácido úrico.) As estratégias tera- 
pêuticas a longo prazo para a gota envolvem a redução do nivel de 
ácido úrico abaixo do seu ponto de saturação (6,5 mg/dL), evitando 
a deposição de cristais de urato monossódico. Agentes uricosúri- 
cos, como probenecida ou sulfimpirazona, que aumentam a excre- 
ção renal do ácido úrico, são usados nos pacientes que excretam 
baixas quantidades de ácido úrico. O alopurinol, um análogo estru- 
tural da hipoxantina, inibe a síntese do ácido úrico, sendo utilizado 
em pacientes cuja hiperuricemia é resultante da superprodução de 
ácido úrico. O alopurinol é oxidado a oxipurinol, um inibidor de lon- 
ga duração da XO. Isso resulta em um acúmulo de hipoxantina e 
xantina (ver Fig. 22.15), compostos mais solúveis que o ácido úrico 
e, portanto, com menor probabilidade de iniciar uma resposta infla- 
matória. Em pacientes com níveis normais de HGPRT, a hipoxantina 
pode ser recuperada pela via de salvação, reduzindo os níveis de 
PRPP e, então, diminuindo a síntese de purinas pela via de novo. O 
Febuxostat, um inibidor não púrico da XO, encontra-se disponível 
no mercado. (Nota: os níveis sanguíneos de ácido úrico estão nor- 
malmente próximos do ponto de saturação. Uma razão para isso 
pode ser o potente efeito antioxidante do ácido úrico.) 


Deficiência de adenosina-desaminase (ADA). A ADA é expressa 
numa variedade de tecidos, mas, em humanos, são os linfócitos 
que possuem a mais alta atividade dessa enzima citoplasmática. A 
deficiência de ADA resulta no acúmulo de adenosina, que é conver- 
tida em suas formas de ribonucleotídeo ou desoxirribonucleotídeo 
pelas cinases celulares. Como consequência da elevação dos níveis 
de dATP, a ribonucleotídeo-redutase é inibida, evitando a produção 
de todos os nucleotídeos contendo desoxirribose (ver pág. 297). 
Consequentemente, as células se tornam incapazes de sintetizar 
DNA e dividir-se. (Nota: o dATP e a adenosina que acumulam na 
deficiência de ADA interrompem o desenvolvimento dos linfócitos, 
levando-os à apoptose.) Na sua forma mais grave, essa doença au- 
tossômica recessiva causa um tipo de imunodeficiência combinada 
grave (SCID, de severe combined immunodeficiency disease), em 
que se observa uma diminuição dos linfócitos T, B e das células NK 
(natural killer). A deficiência de ADA é responsável por cerca de 14% 
dos casos de SCID nos Estados Unidos. Os tratamentos incluem 
transplante de medula óssea, terapia de reposição enzimática e te- 
rapia genética (ver pág. 501). Sem tratamento adequado, as crian- 
ças com esse transtorno geralmente morrem de infecção ao redor 
dos 2 anos de idade. (Nota: a deficiência da purina-nucleosideo-fos- 
forilase resulta em uma imunodeficiência menos grave envolvendo 
principalmente células T.) 








Figura 22.16 
Gota tofácea. 


Artrocentese: aspiração da articulação, 
um procedimento realizado com 
seringa e agulha estéril, usado para 
coletar fluido da articulação. 


Figura 22.17 

A análise do fluido coletado da 
articulação pode auxiliar a definir as 
causas da inflamação da articulação 
e da artrite, como infecção, gota 

e doença reumatoide. 





Figura 22.18 

A gota pode ser diagnosticada 

pela presença de cristais de urato 
monossódico, negativamente 
birrefringentes, em aspirados de fluido 
sinovial, examinados em microscópio 
de luz polarizada. Aqui, os cristais 

são vistos dentro de leucócitos 
polimorfonucleares. 
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Figura 22.19 

Fontes de cada átomo constituinte 
do anel pirimídico. CO, = dióxido 
de carbono. 
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Reguladores Ativador: 
PRPP 
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UTP 

Figura 22.20 


Resumo das diferenças entre as 
enzimas carbamoil-fosfato-sintetase 
(CPS) I e Il. PRPP = 5-fosforribosil- 
-1-pirofosfato; UTP = trifosfato 

de uridina. 





VI. SÍNTESE E DEGRADAÇÃO DAS PIRIMIDINAS 





Ao contrário da síntese do anel púrico, que é construído sobre uma ribose-5- 
-fosfato preexistente, o anel pirimidínico é sintetizado previamente, sendo 
depois ligado à ribose-5-fosfato, a qual é doada pelo PRPP. As fontes dos 
átomos no anel de pirimidina são glutamina, CO, e aspartato (Fig. 22.19). 


A. Síntese de carbamoil-fosfato 


O passo regulado dessa via em células de mamíferos é a síntese de 
carbamoil-fosfato a partir de glutamina e CO,, catalisada pela carba- 
moil-fosfato-sintetase ll (CPS Il). A CPS II é inibida por trifosfato de uri- 
dina (o produto final dessa via, que pode ser convertido nos outros 
nucleotídeos pirimidínicos) e ativada por PRPP. (Nota: o carbamoil- 
-fosfato, sintetizado pela CPS I, é também um precursor da ureia [ver 
pág. 253]. Deficiência da ornitina-transcarbamoilase do ciclo da ureia 
promove a síntese de pirimidina, devido ao aumento da disponibilidade 
do carbamoil-fosfato. Uma comparação entre essas duas enzimas é 
apresentada na Fig. 22.20.) 


B. Síntese do ácido orótico 


O segundo passo na síntese das pirimidinas é a formação de carbamoil- 
-aspartato, catalisada pela aspartato-transcarbamoilase. O anel pirimidi- 
nico é então fechado pela di-hidro-orotase. O di-hidro-orotato resultante 
é oxidado para produzir ácido orótico (orotato), como mostrado na Fi- 
gura 22.21. A enzima humana que produz orotato, di-hidro-orotato-de- 
sidrogenase, é uma proteína da membrana interna de mitocôndria, que 
contém flavina-mononucleotídeo. Todas as outras enzimas envolvidas 
na biossíntese das pirimidinas são citosólicas. (Nota: as primeiras três 
atividades enzimáticas dessa via [CPS Il, aspartato-transcarbamoilase 
e di-hidro-orotase] são, na verdade, três domínios catalíticos diferentes 
de uma única cadeia polipeptídica, conhecida como CAD, abreviatura 
formada pela primeira letra do nome de cada domínio. [Ver pág. 18 para 
uma discussão acerca de domínios.] Esse é um exemplo de polipeptídeo 
multifuncional ou multicatalítico que facilita a síntese ordenada de um 
importante composto. A síntese do nucleotídeo púrico IMP também en- 
volve proteínas multifuncionais.) 


C. Síntese de nucleotídeos pirimídicos 


O anel pirimídico completo é convertido no nucleotídeo orotidi- 
na-5'-monofosfato (OMP) no segundo estágio da síntese de nucleotí- 
deos pirimidínicos (ver Fig. 22.21). Como visto com as purinas, PRPP é 
o doador de ribose-5-fosfato. A enzima orotato-fosforribosil-transferase 
produz OMP e libera pirofosfato, tornando a reação biologicamente ir- 
reversível. (Nota: tanto a síntese de purinas como a síntese de pirimi- 
dinas requerem glutamina, ácido aspártico e PRPP como precursores 
essenciais.) O OMP (orotidilato) é descarboxilado para monofosfato de 
uridina (UMP, do inglês uridine monophosphate) pela orotidilato-descar- 
boxilase. As atividades da fosforribosil-transferasee da descarboxilase 
são domínios catalíticos separados de um único polipeptídeo chamado 
UMP-sintase. Acidúria orótica hereditária (um distúrbio muito raro) pode 
ser causada por uma deficiência de uma ou ambas as atividades da- 
quela enzima bifuncional, resultando em ácido orótico na urina (ver Fig. 
22.21). O UMP é sequencialmente fosforilado a UDP e UTP. (Nota: o UDP 
é substrato da ribonucleotídeo-redutase, a qual produz o dUDP. O dUDP 
é fosforilado para dUTP, que é rapidamente hidrolisado para dUMP pela 
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Figura 22.21 


Síntese de novo das pirimidinas. ADP = difosfato de adenosina; P, = fosfato inorgânico; 


FMN(H,) = 


UTP-difosfatase (dUTPase). Assim,a dUTPase desempenha um papel 
importante na redução da disponibilidade de dUTP como substrato para 
síntese de DNA, evitando a incorporação errônea de uracila no DNA.) 


D. Síntese de trifosfato de citidina 


O trifosfato de citidina (CTP, do inglês cytidine triphosphate) é produzido 
por aminação de UTP pela CTP-sintetase (Fig. 22.22), com o nitrogênio 
proveniente da glutamina. Uma parte de CTP é desfosforilada a CDP, o 
qual é substrato para a ribonucleotídeo-redutase. O produto dCDP pode 
ser fosforilado a dCTP para síntese de DNA ou desfosforilado a dCMP, 
que é desaminado a dUMP. 


E. Síntese de monofosfato de desoxitimidina 


O dUMP é convertido em monofosfato de desoxitimidina-(dTMP) pela 
timidilato-sintase, que utiliza Nº,N'º-metileno-THF como fonte do grupo 
metila (ver pág. 267). Essa é uma reação incomum em que THF contri- 
bui não apenas com uma unidade de carbono, mas também com dois 
átomos de hidrogênio do anel de pteridina, resultando na oxidação de 
THF em di-hidrofolato ([DHF] Fig. 22.23). Inibidores da timidilato-sintase 
incluem análogos da timina, como o 5-fluoruracila, os quais têm sido 
usados como agentes antitumorais. 5-Fluorouracila é convertida meta- 
bolicamente em 5-fluordesoxiuridina-monofosfato (5-FdUMP), que se 
torna permanentemente ligado à timidilato-sintase inativada, tornando 


flavina-mononucleotídeo; CTP = trifosfato de citidina; PRPP = 5-fosforribosil-1-pirofosfato; PP, = pirofosfato. 





Trifosfato de uridina (UTP) 
Glutamina ATP 
CTP-sintetase 


Glutamato ADE ER; 


Trifosfato de citidina (CTP) 





Figura 22.22 

Síntese do CTP a partir do UTP. 
(Nota: CTP, necessário para a síntese 
de RNA, é convertido em dCTP para 
a síntese de DNA.) ADP = difosfato 
de adenosina; P, = fosfato inorgânico. 
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Figura 22.23 

Síntese de dTMP a partir de dUMP, 
ilustrando sítios de ação de fármacos 
antineoplásicos. 





o fármaco um inibidor-suicida (ver pág. 60). O DHF pode ser reduzido 
ao THF pela di-hidrofolato-redutase (ver Fig. 28.2, pág. 378), enzima 
que é inibida na presença de fármacos análogos ao folato, como o me- 
totrexato. Pela diminuição do suprimento do THF, esses fármacos não 
somente inibem a síntese de purinas (ver Fig. 22.7), mas, por impedir 
a metilação do dUMP a dTMP, eles também diminuem a concentração 
celular desse componente essencial do DNA. A sintese do DNA é ini- 
bida e o crescimento celular é retardado. Assim, esses fármacos são 
usados para tratar o câncer. (Nota: o aciclovir [um análogo de purina] e 
AZT [3'-azido-3'-desoxitimidina, um análogo de pirimidina] são utiliza- 
dos para tratar infecções pelo vírus do herpes simples e pelo vírus da 
imunodeficiência humana, respectivamente. Esses fármacos inibem a 
DNA-polimerase viral.) 


Via de salvação e degradação das pirimidinas 


Ao contrário do anel de purina, que não é clivado em seres humanos 
e é excretado como ácido úrico pouco solúvel, o anel de pirimidina é 
aberto e degradado em produtos altamente solúveis, a B-alanina (da 
degradação de CMP e UMP) e o B-aminoisobutirato (da degradação 
de TMP), com a produção de amônia e CO,. As bases pirimídicas po- 
dem ser recuperadas produzindo seus nucleosídeos, que são fosfori- 
lados a nucleotídeos. No entanto, sua alta solubilidade torna o resgate 
de pirimidinas menos significativo clinicamente do que o resgate de 
purinas (Nota: a recuperação dos nucleotídeos pirimídicos é a base 
para o uso da uridina no tratamento da acidúria orótica hereditária [ver 
pág. 302].) 





fa 





VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os nucleotídeos são compostos por uma base nitrogenada (adenina = A, guanina = G, citosina = C, uracila = U e timina = T), 
uma pentose e um, dois ou três grupos fosfato (Fig. 22.24). A e G são purinas; C, U e T são dinas. Se a pentose é a 
ribose, o nucleotídeo é um ribonucleosídeo-fosfato (p. ex., monofosfato de adenosina, AMP) e pode desempenhar várias fun- 
ções na célula, incluindo a composição do RNA. Se a pentose é a desoxirribose, o nucleotídeo é um desoxirribonucleosídeo- 
-fosfato (p. ex., desóxi-AMP, dAMP), sendo encontrado, quase exclusivamente, como componente do DNA. O passo regulável 
na síntese de purinas usa 5-fosforribosil-1-pirofosfato ([PRPP], uma pentose ativada que fornece o ribose-5-fosfato para 
a síntese de novo das purinas e pirimidinas para a via de salvação das purinas) e nitrogênio da glutamina para produzir fos- 
forribosilamina. A enzima é a glutamina:PRPP-amidotransferase, que é inibida por AMP e GMP (os produtos finais da via) 
e ativada por PRPP. Os nucleotídeos púricos podem também ser produzidos a partir de bases púricas pré-formadas, usan- 
do vias de salvação catalisadas pela adenina-fosforribosil-transferase (APRT) e pela hipoxantina-guanina-fosforribosil- 
-transferase (HGPRT). Uma deficiência quase total de HGPRT causa a síndrome de Lesch-Nyhan, forma grave e hereditária 
de hiperuricemia, acompanhada por automutilação compulsiva. Todos os desoxirribonucleotídeos são sintetizados a partir de 
ribonucleotídeos pela enzima ribonucleotídeo-redutase. Essa enzima é altamente regulada (p. ex., é fortemente inibida por 
desoxiadenosina-trifosfato [dATP], composto produzido em excesso nas células da medula óssea de indivíduos que possuem 
deficiência de adenosina-desaminase [ADA])). A deficiência de ADA causa imunodeficiência combinada grave. O produto 
final da degradação das purinas é o ácido úrico, um composto de baixa solubilidade, cuja produção em excesso ou baixa 
excreção causa a hiperuricemia, que, se acompanhada pela deposição de cristais de urato monossódico nas articulações e 
nos tecidos moles e por resposta inflamatória a esses cristais, resulta na gota. O primeiro passo na síntese de pirimidinas, a 
produção de carbamoil-fosfato pela carbamoil-fosfato-sintetase II, é o passo regulado nessa via (é inibido por trifosfato de 
uridina [UTP, do inglês uridine triphosphate] e ativado por PRPP). O UTP produzido por essa via pode ser convertido em trifosfa- 
to de citidina (CTP, do inglês cytidine triphosphate). O monofosfato de desoxiuridina pode ser convertido em monofosfato de 
desoxitimidina pela timidilato-sintase, uma enzima-alvo de fármacos anticancerígenos, tais como 5-fluoruracila. A regenera- 
ção do THF a partir do DHF produzido pela reação da timidilato-sintase requer a di-hidrofolato-redutase, uma enzima-alvo da 
atuação do fármaco metotrexato. A degradação de pirimidinas resulta em produtos solúveis. 
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Figura 22.24 

Mapa de conceitos-chaves para o metabolismo dos nucleotídeos. THF = tetra-hidrofolato; 

GPAT = glutamina:fosforribosilpirofosfato-amidotransferase; ADA = adenosina desaminase; XO = xantina-oxidase; 

TS = timidilato-sintase; RNR = ribonucleotíideo-redutase; CPS Il = carbamoil-fosfato-sintetase ll; AMP, GMP, CMP, 

TMP e IMP = monofosfato de adenosina, monofosfato de guanosina, monofosfato de citidina, monofosfato de timidina 
e monofosfato de inosina; d = desóxi; PP, = pirofosfato; PRPP = 5-fosforribosil-1-pirofosfato. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


22.1 


22.2 


22.3 


22.4 


22.5 


A azaserina, um fármaco com aplicações de pesquisa, 
inibe as enzimas dependentes da glutamina. A incorpo- 
ração de qual dos átomos de nitrogênio (N) do anel na 
estrutura genérica de purinas mostrada abaixo provavel- 
mente seria afetada pela azaserina? 


do À © a 
B. 3 Us E N 
c. 7 > 
D. 9 ab 

oN “g 


Um paciente do sexo masculino, com 42 anos de ida- 
de, é submetido à radioterapia para tratamento de um 
câncer de próstata e desenvolve dor grave no hálux do 
pé direito. Cristais de urato monossódico são detectados 
por microscopia de luz polarizada do fluido coletado da 
sua articulação por artrocentese. Essa dor do paciente é 
causada diretamente pela produção excessiva do produ- 
to final de qual das seguintes rotas metabólicas? 


Biossíntese de novo de pirimidinas. 

Degradação das pirimidinas. 

Biossintese de novo das purinas. 

Via de salvação das purinas. 

Degradação das purinas. 

Qual das seguintes enzimas do metabolismo dos nucleo- 
tídeos está corretamente relacionada a seu inibidor far- 
macológico? 


Di-hidrofolato-redutase - metotrexato. 
Inosina-monofosfato-desidrogenase — hidroxiureia. 
Ribonucleotídeo-redutase — 5-fluoruracila. 
Timidilato-sintase — alopurinol. 

Xantina-oxidase — probenecida. 


Uma paciente de 1 ano de idade está letárgica, fraca e 
anêmica. Seu peso e sua altura são baixos para a idade. 
Sua urina contém nível elevado de ácido orótico. A ati- 
vidade do monofosfato de uridina-sintase está baixa. 
A administração de qual dos seguintes compostos pro- 
vavelmente aliviará seus sintomas? 


moon» 


moon» 


Adenina. 

Guanina. 

Hipoxantina. 

Timidina. 

Uridina. 

Qual teste laboratorial poderia ser utilizado para se dis- 
tinguir entre a acidúria orótica causada pela deficiência 
da ornitina-transcarbamoilase daquela causada pela 
deficiência da UMP-sintase? 


moop 


Resposta correta = D. O N na posição 9 é fornecido pela glutamina 
no primeiro passo da sintese de novo das purinas, e sua incorpora- 
ção seria afetada pela azaserina. O N na posição 1 é fornecido por 
aspartato e na posição 7, por glicina. O N na posição 3 também é 
fornecido pela glutamina, mas a azaserina teria inibido a síntese de 
purinas antes desse passo. 


Resposta correta = E. A dor do paciente é causada pela gota, re- 
sultante de uma resposta inflamatória causada pela cristalização do 
excesso de urato (como urato monossódico) em suas articulações. A 
radioterapia causa a morte celular, degradação dos ácidos nucleicos 
e de seus constituintes púricos. O ácido úrico, o produto final da de- 
gradação das purinas, é um composto relativamente insolúvel, que 
pode causar a gota (e cálculos renais). O metabolismo das pirimidi- 
nas não está associado com a produção de ácido úrico. A superpro- 
dução de purinas pode indiretamente resultar na hiperuricemia. A via 
de salvação das purinas diminui a produção de ácido úrico. 


Resposta correta = A. O metotrexato interfere no metabolismo do 
folato, atuando como inibidor competitivo da enzima di-hidrofolato- 
-redutase. Isso depleta as células de tetra-hidrofolato e as torna 
incapazes de sintetizar purinas e timidina-monofosfato. Inosina-mo- 
nofosfato-desidrogenase é inibida pelo ácido micofenólico. A ribo- 
nucleotídeo-redutase é inibida pela hidroxiureia. A timidilato-sintase 
é inibida por 5-fluoruracila. Xantina-oxidase é inibida por alopurinol. 
Probenecida aumenta a excreção renal de urato, mas não inibe sua 


produção. 


Resposta correta = E. A excreção elevada de ácido orótico e bai- 
xa atividade do monofosfato de uridina (UMP)-sintase indica que a 
paciente possui acidúria orótica, uma doença genética muito rara 
que afeta a síntese de novo das pirimidinas. Deficiências em um ou 
ambos os domínios catalíticos da UMP-sintase deixa a paciente in- 
capaz de sintetizar pirimidinas. A uridina, um nucleosídeo pirimídico, 
é um tratamento útil porque contorna a falta das atividades das en- 
zimas e pode ser recuperada em UMP, que pode ser convertido em 
todas as outras pirimidinas. Embora a timidina seja um nucleosídeo 
pirimidínico, ela não pode ser convertida nas outras pirimídinas. Hi- 
poxantina, guanina e adenina são todas bases púricas e não podem 
ser convertidas em pirimidinas. 


Espera-se que o nível de amônia no sangue seja elevado na deficiên- 
cia de ornitina-transcarbamoilase, que afeta o ciclo da ureia, mas 
não na deficiência de monofosfato de uridina-sintase. 


UNIDADE V 


Integração do metabolismo 


Efeitos metabólicos o 3 
da insulina e 


do glucagon 





I. VISÃO GERAL 





Quatro tecidos principais exercem função dominante no metabolismo ener- 
gético: fígado, tecido adiposo, músculo e encéfalo. Esses tecidos contêm 
conjuntos exclusivos de enzimas, de forma que cada tecido é especializa- 
do no estoque, no uso e na produção de combustíveis específicos. Esses 
tecidos não funcionam isoladamente, ao contrário, eles formam uma rede 
integrada, na qual um tecido pode fornecer substrato a outro, ou proces- 
sar compostos produzidos por outros tecidos. A comunicação entre os te- 
cidos é mediada pelo sistema nervoso, pela disponibilidade de substratos 
circulantes e pela variação nos níveis de hormônios plasmáticos (Fig. 23.1). 
A integração do metabolismo energético é controlada principalmente pelas 


ações de dois hormônios peptídicos: a insulina e o glucagon (secretados em * Hormônios 
resposta a alterações nos níveis de substratos sanguíneos), com as cateco- Eae tera 


laminas adrenalina e noradrenalina (secretadas em resposta a sinais neurais) substratos circulantes 
exercendo uma função de apoio. Alterações nos níveis circulantes desses 
hormônios permitem ao organismo estocar energia quando o alimento é 
abundante ou dispor da energia estocada, como ocorre durante crises de 
sobrevivência (p. ex., fome, lesão grave e situações de “luta ou fuga”). Este 
capítulo descreve a estrutura, a secreção e os efeitos metabólicos dos dois 
hormônios que mais profundamente afetam o metabolismo energético. 


ll. INSULINA 








A insulina é um hormônio peptídico produzido pelas células ß das ilhotas Figura 23.1 

de Langerhans, grupos de células que fazem parte da porção endócrina do Mecanismos de comunicação entre 
pâncreas (Fig. 23.2). (Nota: a palavra “insulina” vem do latim insula e sig- quatro importantes tecidos. 

nifica ilha.) As ilhotas compreendem somente cerca de 1 a 2% do total de 

células pancreáticas. A insulina é o mais importante hormônio a coordenar a 

utilização de combustíveis pelos tecidos. Seus efeitos metabólicos são ana- 

bólicos, favorecendo, por exemplo, a síntese de glicogênio, de triacilgliceróis 

(TAG) e de proteinas. 


A. Estrutura 


A insulina é composta por 51 aminoácidos arranjados em duas ca- 
deias polipeptídicas, designadas A (21 aminoácidos) e B, as quais estão 
unidas por duas pontes dissulfeto (Fig. 23.34). A molécula de insulina 
também contém uma ponte dissulfeto intramolecular entre resíduos de 
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aminoácidos da cadeia A. (Nota: a insulina foi o primeiro peptídeo com 
estrutura primária determinada e a primeira molécula terapêutica feita 
por tecnologia de DNA recombinante [ver pág. 486].) 


B. Síntese 


O processamento e o transporte de intermediários que ocorrem durante 
a síntese de insulina são mostrados nas Figuras 23.3B e 23.4. A biossín- 
tese envolve a produção de dois precursores inativos, a pré-pró-insulina 
ea pró-insulina, que são clivados sequencialmente para formar o hormô- 
nio ativo mais o peptídeo C, na razão de 1:1 (ver Fig. 23.4). (Nota: o pep- 
tídeo C é essencial para a organização correta da molécula de insulina. 
Além disso, como sua meia-vida no plasma é maior que a da insulina, 
o nível de peptídeo C é um bom indicador de produção e secreção de 
insulina.) A insulina é estocada em grânulos citosólicos, que, com o es- 
em tímulo apropriado (ver item C.1., a seguir), são liberados por exocitose. 
Figura 23.2 (Ver pág. 459 para uma discussão a respeito da síntese de proteínas se- 
Ilhotas de Langerhans. cretadas). A insulina é degradada pela enzima degradadora de insulina, 
presente no fígado e, em menor quantidade, nos rins. A insulina possui 
uma meia-vida plasmática de cerca de 6 minutos. Essa curta duração de 
ação permite alterações rápidas nos níveis circulantes desse hormônio. 





C. Regulação da secreção 


A secreção de insulina é regulada por combustíveis e hormônios trans- 
portados pelo sangue. 


1. Secreção aumentada. A secreção de insulina pelas células p 
pancreáticas é finamente coordenada com a secreção de glucagon 
por células a pancreáticas (Fig. 23.5). As quantidades relativas de 
glucagon e insulina liberadas são reguladas de modo que a veloci- 
dade de produção hepática da glicose é mantida igual à velocidade 
de utilização da glicose pelos tecidos periféricos. Isso mantém a 
glicemia entre 70 e 140 mg/dL. Em vista de sua função coordena- 
dora, não surpreende que a célula B responda a uma variedade de 
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Figura 23.3 
A. Estrutura da insulina. B. Formação da insulina humana a partir da pré-pró-insulina. S-S = ponte dissulfeto. 


Bioquímica Ilustrada 309 















CITOPLASMA 












; ———S, 
o Os ganea qua codiicam é MEMBRANA PLASMÁTICA 


insulina são transcritos no RNAm 
no núcleo. 








tradução é iniciada nos ribossomos citosólicos, com 
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Após o RNAm se mover para o citoplasma, sua 
RNAm e dos ribossomos para o RER. 
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Figura 23.4 
Movimentos intracelulares de insulina e de seus precursores. RNAm = RNA mensageiro; 
RER = retículo endoplasmático rugoso. 


estímulos. Em particular, a secreção de insulina é aumentada por 
glicose, aminoácidos e hormônios peptídicos gastrintestinais. 


a. Glicose. A ingestão de uma refeição rica em carboidratos 
leva a um aumento da glicemia, o estímulo primário para a 
secreção de insulina (ver Fig. 23.5). As células B são os mais 
importantes sensores corporais de glicose. Como o fígado, 
as células B contêm transportadores GLUT-2 e expressam gli- 
cocinase (hexocinase IV; ver pág. 98). Em níveis de glicose no 
sangue maiores que 45 mg/dL, a glicocinase fosforila a glicose 
em quantidades proporcionais à concentração de glicose. A 
proporcionalidade resulta da falta de inibição direta da glicoci- 
nase por seu produto glicose-6-fosfato. Além disso, a relação 


310 Denise R. Ferrier 








Refeição 


mg/100 mL 


Insulina 


pU/mL 


pg/mL 

sas 
E 
$ 


60 o 60 120 180 240 
Minutos 





sigmoidal entre a velocidade da reação e a concentração do 
substrato (ver pág. 98) maximiza a capacidade de resposta da 
enzima às mudanças no nível de glicose sanguínea. O metabo- 
lismo da glicose-6-fosfato gera ATP, promovendo secreção de 
insulina (ver quadro azul abaixo). 


b. Aminoácidos. A ingestão de proteínas causa um aumento 
transitório nos níveis plasmáticos de aminoácidos (p. ex., argi- 
nina), aumentando a secreção de insulina estimulada por glico- 
se. (Nota: os ácidos graxos apresentam um efeito semelhante.) 


c. Hormônios peptídicos gastrintestinais. Os peptídeos in- 
testinais* peptídeo semelhante a glucagon 1 (GLP-1, do inglês 
glucagon-like peptide-1) e polipeptídeo inibitório gástrico ([GIP, 
do inglês gastric inhibitory polypeptide], também chamado de 
peptídeo insulinotrópico dependente da glicose), aumentam a 
sensibilidade das células B à glicose. Esses hormônios são li- 
berados pelo intestino delgado após a ingestão de alimentos, 
promovendo aumento antecipatório nos níveis de insulina, e, 
por esse efeito, são classificados como incretinas. Sua ação 
pode explicar o fato de que a mesma quantidade de glicose 
administrada por via oral induz uma secreção muito maior de 
insulina do que a administrada por via intravenosa (IV). 











Figura 23.5 

Alterações nos níveis sanguíneos 
de glicose, insulina e glucagon após 
a ingestão de uma refeição rica em 
carboidratos. 








mediada por aumento na concentração de Ca™ na célula B. A glicose, 
após a captação via GLUT-2 pelas células , é fosforilada e metaboli- 
zada, com subsequente produção de ATP. Os canais de potássio (K*) 
sensíveis a ATP fecham, causando despolarização da membrana plas- 
mática, abertura de canais de Ca? dependentes de voltagem e influxo 
de Ca” na célula. O aumento de Ca” nas células promove liberação, 
por exocitose, da insulina contida nas vesículas. As sulfonilureias, com- 
postos de uso oral empregados para tratar diabetes tipo 2, aumentam 


A liberação de insulina dependente de glicose na corrente sanguínea é 
a secreção de insulina por fechamento de canais de K* sensíveis a ATP. 














Figura 23.6 

Regulação da liberação da insulina 
pelas células 8 pancreáticas. 

(Nota: hormônios peptídicos 
gastrintestinais também estimulam a 
liberação de insulina.) 


2. Secreção diminuída. A síntese e a liberação de insulina estão 
diminuídas quando existe escassez de combustíveis da dieta e tam- 
bém durante períodos de estresse fisiológico (p. ex., infecção, hi- 
póxia e exercício intenso), prevenindo, assim, a hipoglicemia. Esses 
efeitos são mediados principalmente pelas catecolaminas noradre- 
nalina e adrenalina, que são produzidas a partir da tirosina no sis- 
tema nervoso simpático (SNS) e na medula da suprarrenal e, então, 
secretadas. A secreção é amplamente controlada por sinais neurais. 
As catecolaminas (principalmente a adrenalina) possuem um efeito 
direto sobre o metabolismo energético, causando uma mobilização 
rápida de combustíveis produtores de energia, incluindo a glicose 
hepática (produzida pela glicogenólise ou pela gliconeogênese; ver 
pág. 121) e os ácidos graxos (AG) provenientes do tecido adiposo 
(produzidos por lipólise; ver pág. 189). Além disso, essas aminas 
biogênicas podem ter sua ação sobreposta à liberação normal de 
insulina estimulada pela glicose. Assim, em situações de emergên- 
cia, o SNS substitui em grande parte a influência controladora da 
concentração plasmática de glicose sobre a secreção de insulina 
pelas células p. A regulação da secreção de insulina está resumida 
na Figura 23.6. 


*N. de T. GLP-1 é derivado do pró-glucagon (sequência 1-36), e GIP é um polipeptídeo 
de 42 aminoácidos derivado do precursor pró-GIP. 
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Efeitos metabólicos 


A insulina promove o armazenamento de nutrientes como glicogênio e 
TAG e a síntese de proteínas e inibe sua mobilização. 


1. Efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos. Os efeitos da in- 
sulina no metabolismo da glicose promovem seu armazenamento e 
são mais proeminentes em três tecidos: fígado, músculo e tecido adi- 
poso. No fígado e no músculo, a insulina aumenta a síntese de gli- 
cogênio. No músculo e no tecido adiposo, a insulina eleva a capta- 
ção de glicose por aumentar o número de transportadores de glicose 
(GLUT-4; ver pág. 97) na membrana da célula. Assim, a administração 
intravenosa de insulina provoca diminuição imediata na glicemia. No fí- 
gado, a insulina diminui a produção de glicose por inibir a glicogenólise 
eagliconeogênese. (Nota: os efeitos da insulina não se devem apenas 
a mudanças na atividade enzimática, mas também na quantidade de 










enzima na medida em que a insulina altera a transcrição gênica.) 


2. Efeitos sobre o metabolismo dos lipídeos. Um aumento da in- 
sulina rapidamente causa uma redução significativa na liberação de 
AG do tecido adiposo, uma vez que inibe a atividade da lipase sen- 
sível a hormônio, uma enzima-chave na degradação de TAG em adi- 
pócitos. A insulina age promovendo a desfosforilação e, portanto, a 
inativação da enzima (ver pág. 190). A insulina também aumenta o 
transporte e o metabolismo da glicose nos adipócitos, fornecendo 
o substrato glicerol-3-fosfato para a síntese de TAG (ver pág. 188). 
No tecido adiposo, a insulina aumenta a expressão do gene da li- 
pase lipoproteica, que na circulação degrada TAGs presentes nos 
quilomicra e nas lipoproteínas de muito baixa densidade ([VLDL] ver 
pág. 229), proporcionando, assim, AG para esterificação ao glicerol. 
(Nota: a insulina também promove a conversão de glicose para TAG 
no fígado. Os TAGs são secretados nas VLDL.) 


3. Efeitos sobre a síntese proteica. Na maioria dos tecidos, a insulina 





estimula a entrada de aminoácidos nas células e a síntese de proteinas 
(tradução). (Nota: a insulina estimula a síntese proteica por meio da 
ativação covalente de fatores necessários para o início da tradução.) 


Mecanismo 


A insulina liga-se a receptores específicos de alta afinidade na mem- 
brana celular da maioria dos tecidos, incluindo o figado, o músculo e o 
tecido adiposo. Esse é o primeiro passo em uma cascata de reações, le- 
vando finalmente a um conjunto de ações biológicas diversas (Fig. 23.7). 


1. Receptor de insulina. O receptor de insulina é sintetizado como 
um polipeptídeo único, que é glicosilado e clivado em subunida- 
des a e B, as quais são, então, reunidas em um tetrâmero unido 
por pontes dissulfeto (ver Fig. 23.7). A subunidade a extracelular 






3 O receptor com atividade 
tirosina-cinase fosforila 
tirosinas em outras proteínas 
(p. ex., os substratos 
do receptor de insulina, SRis). 





O SRI fosforilado promove a 
ativação de outras 
proteina-cinases e fosfatases, 
levando aos efeitos metabólicos 
da insulina. 


RR) 


Efeitos metabólicos 
da insulina: 














Figura 23.7 

Mecanismo de ação da insulina. 
O = fosfato; Tyr = tirosina; 

S-S = ponte dissulfeto. 
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Quando os níveis de insulina 
diminuem, os GLUT-4 movem-se 
da membrana celular para os 
locais de armazenamento 
intracelular, de onde podem 

ser reciclados. 






O GLUT-4 aumenta a captação de glicose 
mediada por insulina na célula. 









Membrana celular 













As vesículas se fundem para 
formar uma organela denominada 
endossomo. 


2) A ligação causa uma cascata sinalizadora que 
promove o recrutamento dos transportadores de 
glicose do estoque intracelular para a membrana celular. 


A insulina liga-se ao 
receptor na membrana 
celular. 




















Figura 23.8 
Recrutamento de GLUT-4 dos estoques intracelulares para a membrana celular, por ação da insulina, no músculo 
esquelético, no músculo cardíaco e no tecido adiposo. S-S = ponte dissulfeto. 


contém o sítio de ligação da insulina. Um domínio hidrofóbico em 
cada subunidade B cruza a membrana plasmática. O domínio cito- 
sólico da subunidade é uma tirosina-cinase, a qual é ativada pela 
insulina. Como resultado, o receptor de insulina é classificado como 
um receptor do tipo tirosina-cinase. 


2. Transdução de sinal. A ligação da insulina às subunidades a do 
receptor de insulina induz alterações conformacionais que irão atingir 
as subunidades &. Isso promove uma rápida autofosforilação de um 
resíduo específico de tirosina em cada subunidade ß (ver Fig. 23.7). 
A autofosforilação inicia uma cascata de respostas de sinalização 
celular, incluindo a fosforilação de uma família de proteínas denomi- 
nadas proteínas substratos do receptor de insulina (SRI). Já foram 
identificados pelo menos quatro SRI, os quais apresentam estruturas 
similares, mas diferente distribuição tecidual. As proteínas SRI fos- 
foriladas interagem com outras moléculas sinalizadoras por meio de 
domínios específicos (denominados SH2), ativando vias que afetam 
a expressão gênica, o metabolismo e o crescimento celular. As ações 
da insulina são encerradas pela desfosforilação do receptor. 





3. Efeitos de membrana. Na presença da insulina, o transporte da gli- 
cose aumenta em alguns tecidos, como o músculo e o tecido adipo- 
so (Fig. 23.8). A insulina promove o deslocamento de transportado- 
res de glicose sensíveis à insulina (GLUT-4) para a membrana celular 
a partir de um estoque localizado em vesículas intracelulares. (Nota: 
o deslocamento é o resultado de uma cascata de sinalização em 
que um SRI se liga a e ativa uma cinase [fosfatidilinositol-3-cinase], 
levando à fosforilação do fosfolipídeo de membrana fosfatidilinosi- 


Eritrócitos 








3 q |) Fpitétio do Leucócitos = i 
ES intestino Cristalino tol-4,5-bisfosfato [PIP,] para a forma 3,4,5-trisfosfato [PIP3], que se 
g 2 |) Túbulos renais| cómea liga e ativa a cinase 1 dependente de fosfoinositídeo. Esta cinase, 
É im | Plexo coroide | Fígado por sua vez, ativa a Akt (ou proteina-cinase B), resultando no deslo- 
Encéfalo camento do GLUT-4.) Em contrapartida, outros tecidos possuem sis- 
temas insensíveis à insulina para o transporte de glicose (Fig. 23.9). 
Figura 23.9 Por exemplo, hepatócitos, eritrócitos e células do sistema nervoso, 
Características do transporte da mucosa intestinal, dos túbulos renais e da córnea não requerem 


de glicose em vários tecidos. insulina para a captação de glicose. 
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4. Regulação do receptor. A ligação de insulina é seguida pela in- 
ternalização do complexo hormônio-receptor. Uma vez dentro da 
célula, a insulina é degradada nos lisossomos. Os receptores po- 
dem ser degradados, mas a maioria é reciclada para a superfície 
celular. (Nota: níveis elevados de insulina promovem a degradação 
dos receptores, diminuindo o número de receptores na superfície. 
Este é um tipo de regulação por dessensibilização. 


5. Evolução temporal. A ligação da insulina provoca uma ampla 
variedade de ações. A resposta mais imediata é um aumento no 
transporte de glicose para dentro dos adipócitos e das células dos 
músculos esquelético e cardíaco, que ocorre dentro de segundos 
após a ligação da insulina aos seus receptores de membrana. As 
alterações na atividade enzimática induzidas pela insulina em mui- 
tos tipos de células ocorrem dentro de minutos a horas e refletem 
alterações no estado de fosforilação de proteinas existentes. O au- 
mento desencadeado por insulina na quantidade de muitas enzi- 
mas, como a glicocinase, a piruvato-cinase (PK) hepática, a acetil- 
-coenzima A (CoA) carboxilase (ACC) e a ácido graxo-sintase, requer 
horas a dias. Essas alterações refletem um aumento na expressão 
gênica, por meio do aumento da transcrição (mediado pela proteina 
ligadora do elemento de resposta a esteróis 1c [PLERE-1c]; ver pág. 
184) e da tradução. 


ll. GLUCAGON 





O glucagon é um hormônio peptídico secretado pelas células a das ilhotas 
de Langerhans pancreáticas. O glucagon, juntamente com a adrenalina, a 
noradrenalina, o cortisol e o hormônio do crescimento (os “hormônios con- 
trarreguladores”), se opõe a muitas das ações da insulina (Fig. 23.10). Em 
especial, o glucagon age na manutenção dos níveis de glicose sanguínea, 
pela ativação da glicogenólise e da gliconeogênese hepáticas. O glucagon é 
composto por 29 aminoácidos arranjados em uma única cadeia polipeptídi- 
ca. (Nota: ao contrário da insulina, a sequência de aminoácidos no glucagon 
é a mesma em todas as espécies de mamíferos examinadas até o momento.) 
O glucagon é sintetizado como uma grande molécula precursora (pré-pró- 
-glucagon), que é convertida em glucagon por meio de uma série de cli- 
vagens proteolíticas seletivas, similares àquelas descritas na biossíntese da 
insulina (ver Fig. 23.3). Ao contrário da insulina, o pré-pró-glucagon origina 
diferentes produtos em diferentes tecidos, como o GLP-1 nas células L intes- 
tinais. Assim como a insulina, o glucagon tem uma meia-vida curta. 


A. Aumento na secreção 


A célula « é responsiva a uma variedade de estímulos que sinalizam uma 
hipoglicemia real ou potencial (Fig. 23.11). A secreção de glucagon é 
estimulada, particularmente, por baixa glicemia, por aminoácidos e por 
catecolaminas. 


1. Glicemia baixa. Uma diminuição na concentração plasmática de 
glicose é o principal estímulo para a liberação de glucagon. Durante 
um jejum noturno ou prolongado, os níveis elevados de glucagon 
previnem a hipoglicemia (ver na seção IV, a seguir, uma discussão 
sobre hipoglicemia). 


2. Aminoácidos. Os aminoácidos (p. ex., arginina) derivados de 
proteínas da dieta estimulam a liberação de glucagon. O glucagon 
impede efetivamente a hipoglicemia, que de outra forma ocorreria 
como resultado da secreção aumentada de insulina que também 
ocorre após uma refeição rica em proteínas. 





Figura 23.10 
Ações da insulina, em oposição 
às do glucagon e da adrenalina. 








Figura 23.11 

Regulação da liberação de glucagon 
pelas células a pancreáticas. 

(Nota: os aminoácidos aumentam a 
liberação de insulina e de glucagon, 
ao passo que a glicose aumenta 
apenas a liberação de insulina 

e diminui a liberação de glucagon.) 
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Figura 23.12 

Mecanismo de ação do glucagon. 
(Nota: para simplificar, a ativação da 
adenilato-ciclase [AC] pela proteína 

G foi omitida.) R = subunidade 
regulatória; C = subunidade catalítica; 
AMPc = monofosfato de adenosina 
cíclico; ADP = difosfato de adenosina; 
(P) = fosfato. 


3. Catecolaminas. Níveis elevados de adrenalina circulante (prove- 
niente da medula da suprarrenal), de noradrenalina (a partir da iner- 
vação simpática do pâncreas), ou de ambas, estimulam a liberação 
de glucagon. Assim, durante períodos de estresse fisiológico, os 
níveis elevados de catecolaminas podem sobrepor-se aos efeitos 
dos substratos circulantes sobre as células a. Nessas situações, in- 
dependentemente da concentração de glicose no sangue, os níveis 
de glucagon se elevam em antecipação ao aumento na utilização de 
glicose. Em contrapartida, os níveis de insulina são reduzidos. 


B. Diminuição na secreção 


A secreção de glucagon diminui significativamente com o aumento de gli- 
cose e de insulina no sangue. Essas substâncias estão aumentadas após a 
ingestão de glicose ou de uma refeição rica em carboidratos (ver Fig. 23.5). 
A regulação da secreção do glucagon está resumida na Figura 23.11. 


Efeitos metabólicos 


O glucagon é um hormônio catabólico que promove a manutenção dos 
níveis de glicose no sangue. Seu principal alvo é o fígado. 


1. Efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos. A administra- 
ção intravenosa de glucagon leva a um aumento imediato na gli- 
cemia. Isso resulta de um aumento na degradação do glicogênio 
hepático e de um aumento na gliconeogênese hepática. 


2. Efeitos sobre o metabolismo dos lipídeos. O efeito primordial 
do glucagon sobre o metabolismo lipídico é a inibição da síntese 
de AG por meio da fosforilação e subsequente inativação da ACC 
pela proteína-cinase ativada por monofosfato de adenosina (AMP, 
do inglês adenosine monophosphate) (ver pág. 184). A resultante 
diminuição da produção de malonil-CoA remove a inibição sobre a 
B-oxidação de AG de cadeia longa (ver pág. 191). O glucagon tam- 
bém desempenha um papel sobre a lipólise nos adipócitos, mas os 
principais ativadores da lipase sensível a hormônio (via fosforilação 
pela proteína-inase A) são as catecolaminas. Os AGs liberados são 
captados pelo fígado e oxidados a acetil-CoA, usada para a síntese 
de corpos cetônicos. 


3. Efeitos sobre o metabolismo proteico. O glucagon aumenta a 
captação hepática de aminoácidos provenientes do músculo, resul- 
tando em aumento na disponibilidade de esqueletos carbonados 
para a gliconeogênese. Como consequência, os níveis plasmáticos 
de aminoácidos ficam diminuídos. 


Mecanismo 


O glucagon liga-se a receptores acoplados a proteínas G (RAPG) de alta 
afinidade na membrana celular de hepatócitos. O RAPG para glucagon 
é distinto daquele que liga adrenalina. (Nota: os receptores de glucagon 
não são encontrados no músculo esquelético.) A ligação do glucagon 
resulta na ativação da adenilato-ciclase (AC) na membrana plasmática 
(Fig. 23.12; ver também pág. 94). Isso causa um aumento no AMP cíclico 
(AMPc), o qual, por sua vez, ativa a proteina-cinase A dependente de 
AMPc e aumenta a fosforilação de enzimas ou outras proteínas espe- 
cíficas. Essa cascata de atividades enzimáticas crescentes resulta na 
ativação ou inibição mediadas por fosforilação de enzimas-chave regu- 
ladoras, envolvidas no metabolismo dos carboidratos e dos lipídeos. Um 
exemplo desse tipo de cascata para a degradação do glicogênio é apre- 
sentado na Figura 11.9, na página 131. (Nota: o glucagon, assim como 
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a insulina, também afeta a transcrição gênica. Por exemplo, o glucagon 
induz a expressão de fosfoenolpiruvato carboxicinase [ver pág. 122].) 


IV. HIPOGLICEMIA 





A hipoglicemia é caracterizada por 1) sintomas do sistema nervoso central 
(SNC), incluindo confusão, comportamento atípico ou coma; 2) simultanea- 
mente, nível de glicose sanguínea < 50 mg/dL; e 3) sintomas desaparecem em 
minutos após a administração de glicose (Fig. 23.13). A hipoglicemia é uma 
emergência médica, pois o SNC apresenta absoluta necessidade de supri- 
mento contínuo de glicose sanguínea para servir como combustível metabó- 
lico. Uma hipoglicemia transitória pode causar disfunção cerebral, ao passo 
que uma hipoglicemia grave e prolongada causa dano encefálico. Assim, não 
surpreende que o corpo possua múltiplos mecanismos sobrepostos para pre- 
venir ou corrigir a hipoglicemia. As alterações hormonais mais importantes 
no combate à hipoglicemia incluem aumento na secreção de glucagon e de 
catecolaminas, associado com diminuição na secreção de insulina. 


A. Sintomas 


Os sintomas de hipoglicemia podem ser divididos em duas categorias. 
Os sintomas adrenérgicos (neurogênicos, simpáticos), como ansiedade, 
palpitações, tremores e sudorese, são mediados pela liberação de cate- 
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Figura 23.13 


A. Ações de alguns hormônios glicorreguladores em resposta à glicemia baixa. B. Limiares glicêmicos para diversas 
respostas à hipoglicemia. (Nota: a faixa da glicemia normal em jejum é de 70-99 mg/dL.) + = estímulo fraco; 
++ = estímulo moderado; +++ = estímulo forte; O = sem efeito; ACTH = hormônio adrenocorticotrópico. 
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Figura 23.14 

Reversão da hipoglicemia induzida 
por insulina pela administração 
subcutânea de glucagon. 


colaminas (principalmente adrenalina), regulada pelo hipotálamo em res- 
posta à hipoglicemia. Os sintomas adrenérgicos normalmente ocorrem 
quando os níveis de glicose no sangue caem abruptamente. A segunda 
categoria de sintomas hipoglicêmicos é a neuroglicopênica. A diminuição 
na chegada de glicose no encéfalo (neuroglicopenia) resulta em prejuízo 
da função encefálica, causando cefaleia, confusão, fala arrastada, con- 
vulsões, coma e morte. Os sintomas neuroglicopênicos resultam, com 
frequência, de um declínio gradual de glicose sanguínea, geralmente para 
níveis < 50 mg/dL. O declínio lento na glicose priva o SNC de combusti- 
vel, mas falha em disparar uma resposta adrenérgica adequada. 


Sistemas glicorreguladores 


O ser humano possui dois sistemas sobrepostos de regulação da glicose 
que são ativados pela hipoglicemia: 1) as células a pancreáticas, que 
liberam glucagon; e 2) os receptores no hipotálamo, que respondem a 
concentrações anormalmente baixas de glicose no sangue. Os glicor- 
receptores hipotalâmicos podem desencadear a secreção de catecola- 
minas (mediada pela divisão simpática do sistema nervoso autônomo) 
e a liberação de hormônio adrenocorticotrópico (ACTH, do inglês adre- 
nocorticotropic hormone) e do hormônio do crescimento pela hipófise 
anterior (ver Fig. 23.13). (Nota: o ACTH aumenta a síntese e a secreção 
de cortisol pelo córtex da suprarrenal [ver pág. 239].) O glucagon, as ca- 
tecolaminas, o cortisol e o hormônio do crescimento são algumas vezes 
denominados hormônios “contrarregulatórios”, pois cada um deles se 
opõe à ação da insulina sobre a utilização da glicose. 


1. Glucagon e adrenalina. A secreção desses hormônios contrarre- 
gulatórios é mais importante na regulação aguda e de curto prazo da 
glicemia. O glucagon estimula a glicogenólise e a gliconeogênese he- 
páticas. A adrenalina promove glicogenólise e lipólise. Ela também ini- 
be a secreção de insulina, impedindo a captação de glicose mediada 
por GLUT-4 pelos tecidos muscular e adiposo. A adrenalina assume 
um papel crítico na hipoglicemia quando a secreção de glucagon está 
deficiente, por exemplo, nos estágios tardios do diabetes melito tipo 1 
(ver pág. 340). A prevenção ou correção da hipoglicemia falha quando 
as secreções de ambos, adrenalina e glucagon, estão deficientes. 


2. Cortisol e hormônio do crescimento. Esses hormônios contrar- 
regulatórios são menos importantes na manutenção das concen- 
trações de glicose sanguínea a curto prazo. Em vez disso, eles de- 
sempenham um papel na coordenação do metabolismo da glicose 
a longo prazo (por regulação da transcrição). 


Tipos 


A hipoglicemia pode ser dividida em quatro tipos: 1) induzida por insuli- 
na; 2) pós-prandial (algumas vezes denominada hipoglicemia reativa); 3) 
hipoglicemia de jejum; e 4) relacionada ao etanol. 


1. Hipoglicemia induzida por insulina. A hipoglicemia frequen- 
temente ocorre em pacientes diabéticos que recebem tratamento 
com insulina, em especial naqueles em que há sério empenho na 
obtenção de um controle rigoroso dos níveis de glicose sanguínea. 
Uma hipoglicemia leve em pacientes totalmente conscientes é trata- 
da com a administração oral de carboidratos. Pacientes com perda 
de consciência comumente recebem glucagon por via subcutânea 
ou intramuscular (Fig. 23.14). 


2. Hipoglicemia pós-prandial. Essa é a segunda forma mais co- 
mum de hipoglicemia. É causada por uma liberação exagerada de 





Bioquímica Ilustrada 317 





insulina após uma refeição, produzindo uma hipoglicemia transitória 
com leves sintomas adrenérgicos. O nível de glicose plasmática re- 
torna ao normal mesmo se o paciente não for alimentado. Em geral, 
o único tratamento necessário é que o paciente faça refeições pe- 
quenas e frequentes, em vez das três principais refeições diárias. 


3. Hipoglicemia de jejum. A ocorrência de glicemia diminuída duran- 
te o jejum é rara, mas é mais provável que se apresente como um 
sério problema clínico. A hipoglicemia de jejum, que tende a produzir 
sintomas neuroglicopênicos, pode resultar de uma redução na velo- 
cidade de produção de glicose pela glicogenólise ou gliconeogênese 
hepáticas. Assim, baixos níveis de glicose no sangue são frequen- 
temente observados em pacientes com lesão hepatocelular ou com 
insuficiência suprarrenal (adrenal), ou ainda em indivíduos em jejum 
que consumiram grandes quantidades de etanol (ver o item 4, a se- 
guir). Alternativamente, a hipoglicemia de jejum pode resultar da ve- 
locidade aumentada na utilização de glicose pelos tecidos periféri- 
cos, em função de níveis elevados de insulina resultantes de tumores 
raros nas células B pancreáticas. Se não tratado, um paciente com 
hipoglicemia de jejum pode perder a consciência e apresentar con- 
vulsões e coma. (Nota: certos erros inatos do metabolismo, como 
defeitos na oxidação do AG, resultam em hipoglicemia de jejum.) 


lizado no fígado por duas reações de oxidação (Fig. 23.15). O etanol 
é primeiro convertido em acetaldeído pela enzima dependente de 
zinco álcool-desidrogenase. O acetaldeído é oxidado posteriormen- 
te a acetato pela aldeído-desidrogenase (ALDH). (Nota: a ALDH é 
inibida por dissulfiram, um fármaco empregado no tratamento de 
alcoolismo crônico. O aumento de acetaldeído resulta em rubor, ta- 
quicardia, hiperventilação e náuseas.) Em cada reação, os elétrons 
são transferidos para a forma oxidada do nicotinamida adenina di- 
nucleotídeo (NAD+), aumentando a forma reduzida (NADH), elevan- 
do, portanto, a razão NADH/NAD”. A abundância de NADH favorece 
a redução de piruvato em lactato e de oxalacetato (OAA) em malato. 
Lembre-se, da página 118, que o piruvato e o OAA são substratos 
intermediários na síntese de glicose. Assim, o aumento de NADH 


4. Hipoglicemia relacionada ao etanol. O álcool (etanol) é metabo- tg 
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Figura 23.15 
A. Gliconeogênese normal na ausência de consumo de etanol. B. Inibição da gliconeogênese como resultado 
do metabolismo hepático do etanol. NAD(H) = nicotinamida-adenina dinucleotídeo. 
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mediado por etanol causa o desvio desses precursores gliconeo- 
gênicos para vias alternativas, resultando em redução da síntese 
de glicose. Isso pode acelerar a hipoglicemia, especialmente em 
indivíduos que tiveram depleção em seus estoques de glicogênio 
hepático. (Nota: a reduzida disponibilidade de OAA permite o desvio 
de acetil-CoA para síntese de corpos cetônicos no fígado [ver pág. 
195], e isso pode resultar em cetose alcoólica, que pode resultar em 
cetoacidose.) A hipoglicemia pode produzir muitos dos comporta- 
mentos associados à intoxicação alcoólica, como agitação, prejuízo 
de julgamento e agressividade. Assim, o consumo do álcool por 
indivíduos vulneráveis (aqueles em jejum ou que se submeteram a 
exercício exaustivo e prolongado), pode produzir hipoglicemia, que 
pode contribuir para os efeitos comportamentais do álcool. Como o 
consumo de álcool pode também aumentar o risco de hipoglicemia 
em pacientes que fazem uso da insulina, aqueles que seguem um 
protocolo de tratamento intensivo com insulina (ver pág. 340) são 
advertidos acerca do risco aumentado de hipoglicemia, que geral- 
mente ocorre muitas horas depois do consumo de álcool. 





~ 


devido ao aumento na sintese hepática de TAG, juntamente com pre- 
juízo na formação ou na liberação de VLDL. Isso ocorre como resulta- 
do da diminuição na oxidação de AG, devido à queda na razão NAD*/ 
NADH, e pelo aumento na lipogênese devido à maior disponibilidade de 
AG (catabolismo diminuído) e de gliceraldeido-3-fosfato (a desidroge- 
nase é inibida pela baixa razão NAD'/NADH; ver pág. 101). Com o con- 
sumo continuado de álcool, o fígado graxo pode progredir para hepatite 


O consumo crônico de etanol também pode resultar em fígado graxo, 
alcoólica, seguida por cirrose alcoólica. 








V. RESUMO DO CAPÍTULO 





A integração do metabolismo energético é controlada principalmente pela insulina e pelas ações contrarregulatórias do gluca- 
gon e de catecolaminas, principalmente adrenalina (Fig. 23.16). Alterações nos níveis circulantes desses hormônios permitem ao 
organismo armazenar energia quando o alimento é abundante ou disponibilizar energia armazenada em tempos de estresse fisio- 
lógico (p. ex., durante crises de sobrevivência, como a fome). A insulina é um hormônio peptídico produzido pelas células 8 das 
ilhotas de Langerhans do pâncreas. Consiste em cadeias A e B, unidas por pontes dissulfeto. O aumento na glicemia é o sinal 
mais importante para a secreção de insulina. As catecolaminas, secretadas em resposta ao estresse, ao trauma ou ao exercício 
intenso, inibem a secreção de insulina. A insulina aumenta a captação de glicose (por transportadores de glicose [GLUT-4] nos te- 
cidos muscular e adiposo) e aumenta a sintese de glicogênio, proteínas e triacilgliceróis, sendo, assim, um hormônio anabólico. 
Essas ações são mediadas pela ligação de insulina ao seu receptor tirosina-cinase, na membrana. A ligação inicia uma cascata 
de respostas de sinalização celular, incluindo a fosforilação de uma família de proteínas denominadas proteínas substratos do re- 
ceptor de insulina. O glucagon é um hormônio peptídico monomérico produzido pelas células a das ilhotas pancreáticas (tanto 
a síntese de insulina como a síntese de glucagon envolvem a formação de precursores inativos que são clivados para formar hor- 
mônios ativos). O glucagon, juntamente com a adrenalina, a noradrenalina, o cortisol e o hormônio do crescimento (os “hormônios 
contrarregulatórios”), se opõe a muitas das ações da insulina. O glucagon atua na manutenção da glicemia durante períodos de 
potencial hipoglicemia. O glucagon aumenta a glicogenólise, a gliconeogênese, a oxidação de ácidos graxos, a cetogênese 
e a captação de aminoácidos, sendo, assim, um hormônio catabólico. A secreção do glucagon é estimulada por baixos níveis 
sanguíneos de glicose, por aminoácidos e por catecolaminas. Sua secreção é inibida por níveis elevados de glicose sanguínea e 
pela insulina. O glucagon liga-se a receptores acoplados à proteína G de alta afinidade na membrana celular do hepatócito. Essa 
ligação resulta na ativação da adenilato-ciclase (AC), a qual produz o segundo mensageiro monofosfato de adenosina cíclico 
(AMPo). A posterior ativação da proteina-cinase A dependente de AMPc resulta na ativação ou inibição, mediadas por fosfori- 
lação, de enzimas-chave da regulação do metabolismo de carboidratos e de lipídeos. Tanto insulina quanto glucagon modulam 
a transcrição gênica. A hipoglicemia é caracterizada por baixa glicemia acompanhada de sintomas adrenérgicos e neurogli- 
copênicos, os quais são rapidamente solucionados por administração de glicose. A hipoglicemia induzida por insulina, a hipogli- 
cemia pós-prandial e a induzida pelo jejum resultam na liberação de glucagon e adrenalina. O aumento do nicotinamida adenina 
dinucleotídeo (NADH) que acompanha o metabolismo do etanol inibe a gliconeogênese, levando à hipoglicemia indivíduos com 
falta de estoque energético. O consumo de álcool pode aumentar o risco de hipoglicemia em pacientes que fazem uso da insulina. 
O consumo crônico de álcool pode causar esteatose hepática (fígado graxo). 
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Figura 23.16 


Mapa de conceitos-chaves para os efeitos metabólicos da insulina e do glucagon, bem como para a hipoglicemia. 
SRI = substratos do receptor de insulina. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


23.1 


23.2 


23.3 


23.4 


23.5 


Qual das seguintes afirmações é verdadeira para a insuli- 
na, mas não para o glucagon? 

A. É um hormônio peptídico secretado por células pan- 

creáticas. 

B. Suas ações são mediadas pela ligação a um receptor 
encontrado na membrana celular dos hepatócitos. 
Seus efeitos incluem alterações na expressão gênica. 
Sua secreção é diminuída pelas catecolaminas. 

Sua secreção é aumentada por aminoácidos. 
Sua sintese envolve um precursor não funcional que 
é clivado para produzir uma molécula funcional. 


mmo o 


Em qual dos seguintes tecidos o transporte da glicose 
para dentro da célula é dependente de insulina? 


A. Adiposo. 
B. Encéfalo. 
C. Fígado. 

D. Eritrócitos. 


Uma mulher de 39 anos de idade é trazida para a sala 
de emergência queixando-se de fraqueza e tonturas. Ela 
relata que acordou muito cedo para poder fazer todas 
as tarefas do dia e saiu sem tomar o café da manhã. Ela 
tomou uma xícara de café no almoço e não comeu nada 
durante o dia. Às 20 horas ela encontrou-se com amigos 
e bebeu alguns drinques. Pouco depois, ela sentiu-se 
fraca e tonta e foi levada ao hospital. Testes laboratoriais 
revelaram que sua glicemia era de 45 mg/dL (normal = 70 
a 99). A paciente recebeu suco de laranja e imediatamen- 
te sentiu-se melhor. A base bioquímica de sua hipoglice- 
mia induzida por álcool é um aumento: 


A. Na oxidação de ácidos graxos. 

B. Na razão entre as formas reduzida e oxidada de ni- 
cotinamida-adenina-dinucleotídeo. 

C. No oxalacetato e no piruvato. 

D. No uso de acetil-coenzima A para a síntese de áci- 
dos graxos. 

Um paciente é diagnosticado com um insulinoma, um 

tumor neuroendócrino raro, cujas células são derivadas 

principalmente de células B pancreáticas. Qual das se- 

guintes alternativas seria, pela lógica, característica de 

um insulinoma? 


A. Diminuição do peso corporal. 

B. Diminuição do peptídeo C no sangue. 
C. Diminuição de glicose no sangue. 

D. Diminuição de insulina no sangue. 


Em um paciente com um tumor secretor de glucagon ain- 
da mais raro, derivado das células a do pâncreas, como 
seria esperado que o quadro diferisse em relação ao pa- 
ciente da Questão 23.4? 


Resposta correta = D. A secreção de insulina pelas células 8 pan- 
creáticas é inibida pelas catecolaminas, enquanto a secreção de 
glucagon pelas células a é estimulada por elas. Todas as outras afir- 
mações são verdadeiras para a insulina e para o glucagon. 


Resposta correta = A. O transportador de glicose (GLUT-4) no te- 
cido adiposo (e no músculo) é depende de insulina. A insulina pro- 
move o deslocamento de GLUT-4 de vesículas intracelulares para 
a membrana celular. Os outros tecidos na lista contêm GLUTs que 
são independentes da insulina porque estão sempre localizados na 
membrana celular. 


Resposta correta = B. A oxidação do etanol em acetato por desi- 
drogenases é acompanhada pela conversão da forma oxidada do 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NAD') para a forma reduzida 
NADH. O aumento na razão NADH/NAD' desloca o equilíbrio de rea- 
ções de desidrogenases, favorecendo a conversão de piruvato para 
lactato e e de oxalacetato (OAA) para malato, diminuindo a disponi- 
bilidade de substratos para a gliconeogênese, resultando em hipo- 
glicemia. O aumento do NADH também diminui o NAD* necessário 
para a oxidação de ácidos graxos (AG). A diminuição de OAA desvia 
a acetil-coenzima A produzida para a cetogênese. Observe que a 
inibição da degradação de AG resulta na sua reesterificação em tria- 
cilglicerol, podendo, assim, resultar em fígado graxo. 


Resposta correta = C. Os insulinomas são caracterizados pela 
produção constante de insulina (e, portanto, de peptídeo C) pelas 
células tumorais. O aumento da insulina favorece a captação de 
glicose por tecidos como músculo e tecido adiposo, que possuem 
transportadores de glicose dependentes de insulina, resultando em 
hipoglicemia. No entanto, a hipoglicemia é insuficiente para suprimir 
a produção e secreção de insulina. Os insulinomas são, então, ca- 
racterizados pelo aumento da insulina no sangue e por diminuição 
da glicemia. A insulina, por ser um hormônio anabólico, resulta em 
ganho de peso. 


Um tumor pancreático secretor de glucagon (glucagonoma) resul- 
taria em hiperglicemia, não em hipoglicemia. A produção constante 
de glucagon resultaria em uma gliconeogênese constante, utilizando 
aminoácidos da proteólise como substratos. Isso resulta em perda 
de peso corporal. 





O ciclo 
alimentado/jejum 


I. VISÃO GERAL DO ESTADO ABSORTIVO 





O estado absortivo (alimentado) é o período de duas a quatro horas após 
uma refeição normal. Durante esse intervalo, ocorre um aumento plasmáti- 
co transitório de glicose, aminoácidos e triacilgliceróis (TAG), estes últimos 
principalmente como componentes dos quilomicra sintetizados e secretados 
pelas células da mucosa intestinal (ver pág. 228). O tecido endócrino das 
ilhotas do pâncreas responde aos níveis elevados de glicose com aumento 
na secreção de insulina e redução na secreção de glucagon. A elevada razão 
insulina/glucagon e a pronta disponibilidade de substratos circulantes fazem 
do período absortivo um período anabólico caracterizado por aumento na 
síntese de triacilgliceróis e glicogênio para repor os estoques de combus- 
tíveis bem como pelo aumento na síntese proteica. Durante esse período 
absortivo, praticamente todos os tecidos utilizam glicose como combustível, 
e a resposta metabólica corporal é dominada por alterações no metabolismo 
do fígado, do tecido adiposo, do músculo esquelético e do encéfalo. Neste 
capítulo, é apresentado um “mapa dos órgãos”, traçando o movimento dos 
metabólitos entre os tecidos. O objetivo é criar uma visão ampliada e clinica- 
mente útil do metabolismo geral do corpo. 


ll. MECANISMOS REGULATÓRIOS 





O fluxo de intermediários por meio das rotas metabólicas é controlado por 
quatro mecanismos: 1) disponibilidade dos substratos; 2) regulação alos- 
térica das enzimas; 3) modificação covalente das enzimas; e 4) indução e 
repressão da síntese das enzimas, principalmente por regulação da trans- 
crição. Embora esse esquema possa, à primeira vista, parecer redundan- 
te, cada mecanismo opera em uma escala diferente de tempo (Fig. 24.1) e 
permite ao organismo adaptar-se a uma ampla variedade de situações fi- 
siológicas. No estado absortivo, esses mecanismos reguladores garantem 
que os substratos disponíveis sejam capturados, formando glicogênio, TAG 
e proteínas. 


A. Efeitos alostéricos 


As mudanças alostéricas comumente envolvem reações limitantes da 
velocidade em uma rota metabólica. Por exemplo, a glicólise no fígado é 
estimulada após uma refeição por um aumento da frutose-2,6-bisfosfa- 
to, um ativador alostérico da fosfofrutocinase-1 ([PFK-1] ver pág. 99). Em 
contrapartida, a gliconeogênese é diminuída pela frutose-2,6-bisfosfato, 
que inibe alostericamente a frutose-1,6-bisfosfatase (ver pág. 122). 


Sinte: 
moléc 





Figura 24.1 

Mecanismos de controle do 
metabolismo e alguns períodos de 
tempo típicos de resposta. (Nota: o 
tempo de resposta pode variar com a 
natureza do estímulo e de tecido para 
tecido.) 
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Figura 24.2 

Reações importantes do metabolismo 
intermediário, reguladas por 
fosforilação enzimática. Texto 

em azul = intermediários do 
metabolismo dos carboidratos; 

texto em marrom = intermediários 
do metabolismo dos lipídeos; 

P = fosfato; CoA = coenzima A; 

CO, = dióxido de carbono. 





B. Modificações covalentes 


A atividade de muitas enzimas é regulada pela adição de grupos fosfa- 
to a resíduos específicos de serina, treonina ou tirosina da proteína (via 
cinases, como a proteina-cinase A [PKA] dependente de monofosfato 
de adenosina cíclico [AMPc] e a proteina-cinase ativada por monofos- 
fato de adenosina [AMPK]), ou pela remoção (por meio de fosfatases) 
desses grupos. No estado absortivo, a maioria das enzimas reguladas 


desfosforilada di 3 E 5 a 
por modificação covalente está na forma desfosforilada e ativa (ver Fig. 
24.2). Três exceções são a glicogênio-fosforilase-cinase (ver pág. 132), a 
glicogênio-fosforilase (ver pág. 132) e a lipase sensível a hormônio ([LSH] 

A ic Glicogênio- ver pág. 189), que estão inativas na sua forma desfosforilada. (Nota: no 

-fosforilase- N p fígado, o domínio fosfatase da fosfofrutocinase-2 (PFK-2) bifuncional 

-cinase UDP-Giicose está inativo quando a proteína é desfosforilada [ver pág. 100].) 

Glicogênio- + i 

Es Ás a a ; 

4 C. Indução e repressão da síntese de enzimas 
— 


Aumento (indução) ou diminuição (repressão) da síntese 
de enzimas conduz a mudanças no número de molécu- 
las enzimáticas, em vez de alterar a atividade das enzimas 
existentes. As enzimas cuja síntese está sujeita à regula- 
ção são muitas vezes aquelas necessárias em condições 
fisiológicas específicas. Por exemplo, no estado alimenta- 
do, os elevados níveis de insulina induzem um aumento 
na síntese de enzimas-chave, como a acetil-coenzima A 
(CoA)-carboxilase (ACC) e a ácido graxo-sintase (ver pág. 
313), envolvidas no metabolismo anabólico. No jejum, o 


Lipase glucagon induz a expressão de fosfoenolpiruvato carboxi- 
EISSIR cinase (PEPCK) da gliconeogênese (ver pág. 314). (Nota: 


ambos os hormônios afetam a transcrição gênica.) 


lll. FÍGADO: CENTRO DE 
DISTRIBUIÇÃO DE NUTRIENTES 





O fígado está situado em uma posição especial para pro- 
cessar e distribuir os nutrientes da dieta, pois a drenagem 
venosa intestinal e pancreática passa pelo sistema veno- 
so porta-hepático antes de entrar na circulação sistêmica. 
Portanto, depois de uma refeição, o fígado é banhado pelo 





sangue contendo os nutrientes absorvidos e elevados níveis de insulina, se- 
cretada pelo pâncreas. Durante o período absortivo, o fígado capta carboi- 
dratos, lipídeos e a maioria dos aminoácidos. Esses nutrientes são, então, 
metabolizados, armazenados ou encaminhados para outros tecidos. Assim, 
o fígado atenua potenciais grandes flutuações na disponibilidade de nutrien- 
tes para os tecidos periféricos. 


A. Metabolismo de carboidratos 


O fígado normalmente é produtor de glicose, mais do que consumidor. 
No entanto, depois de uma refeição contendo carboidratos, o fígado 
se torna consumidor, retendo cerca de 60 de cada 100 g de glicose 
trazida pelo sistema porta-hepático. Esse uso aumentado reflete o au- 
mento da absorção de glicose pelos hepatócitos. O seu transportador 
de glicose independente de insulina (GLUT-2) tem baixa afinidade (K,, 
alto [constante de Michaelis]) para a glicose, e, portanto, capta glico- 
se somente quando a glicemia está alta (ver pág. 98). Os processos 
regulados positivamente quando a glicose hepática é aumentada são 
descritos a seguir. 
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1. Aumento da fosforilação da glicose. Níveis elevados de glicose 
no hepatócito (resultante de níveis extracelulares aumentados) per- 
mitem à glicocinase fosforilar a glicose, produzido glicose-6-fosfato 
(Fig. 24.3, O). (Nota: a glicocinase possui um alto K,, para a glicose, 
não está sujeita à inibição direta pelo produto e possui uma curva 
de reação sigmoidal [ver pág. 98].) 


2. Aumento da glicogênese. A conversão de glicose-6-fosfato em 
glicogênio é favorecida pela ativação da glicogênio-sintase, tanto 
por desfosforilação quanto por aumento na disponibilidade de gli- 
cose-6-fosfato, seu efetor alostérico positivo (ver Fig. 24.3, O). 


3. Aumento da atividade da via das pentoses-fosfato. A dispo- 
nibilidade aumentada de glicose-6-fosfato, combinada com o uso 
ativo de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH) na 
lipogênese hepática, estimula a via das pentoses-fosfato (ver pág. 
145). Essa via geralmente é responsável por 5 a 10% da glicose 
metabolizada no fígado (ver Fig. 24.3, O. 


4. Aumento da glicólise. No fígado, a glicólise é significativa somen- 
te durante o período absortivo após uma refeição rica em carboidra- 
tos. A conversão de glicose em piruvato é estimulada pela razão 
elevada de insulina/glucagon, que resulta em quantidades aumen- 
tadas das enzimas reguladas (limitantes da velocidade) da glicólise: 
glicocinase, PFK-1 e piruvato-cinase ([PK] ver pág. 105). Além disso, 
a PFK-1 é ativada de maneira alostérica pela frutose-2,6-bisfosfato 
gerada pelo domínio da cinase ativa (desfosforilada) da PFK-2 bifun- 
cional. A PK está desfosforilada e ativa. A piruvato-desidrogenase 
(PDH), que converte piruvato em acetil-CoA, está ativa (desfosfo- 
rilada) porque o piruvato inibe a PDH-cinase (ver Fig. 24.3, O). A 
acetil-CoA é usada como substrato para a síntese de ácidos graxos 






















Aglicogênio-sintase é ativada 
covalentemente (desfosforilada) e 
alostericamente (por glicose-6-fosfato). 


O aumento da glicose permite a 
fosforilação pela glicocinase, que 
possui um alto K,, para a glicose. 








A captação de glicose pelo GLUT-2, 
independente de insulinina, é realizada 
em função do aumento da glicemia. 













A disponibilidade de glicose-6-fosfato 
estimula a via das pentoses-fosfato, 
proporcionando NADPH para a 
síntese de ácidos graxos. 
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A ativação (desfosforilação) da 
piruvato-desidrogenase favorece 
a produção de acetil-CoA. 

















A inibição do CAC na isocitrato- 
-desidrogenase permite o uso de acetil-CoA 
para a síntese de ácidos graxos. 












A acetil-CoA-carboxilase é 
ativada covalentemente 
(desfosforilada) e 
alostericamente (por citrato). 






A glicólise fornece o 
esqueleto de glicerol para 
a síntese de TAG. 



















Figura 24.3 

Principais vias metabólicas no fígado no estado absortivo. (Nota: a acetil-coenzima A [CoA] é também utilizada 

para a síntese do colesterol.) Os números nos círculos, que aparecem na figura e no texto, indicam vias importantes 
para o metabolismo de carboidratos, lipídeos ou proteínas. Texto em azul = intermediários do metabolismo dos 
carboidratos; texto em marrom = intermediários do metabolismo dos lipídeos; texto em verde = intermediários do 
metabolismo das proteínas; P = fosfato; CAC = ciclo do ácido cítrico; VLDL = lipoproteína de densidade muito baixa; 
GLUT =transportador de glicose; NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; NH, = amônia. 
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Figura 24.4 


Papel central da glicose-6-fosfato no 
metabolismo. (Nota: a presença de 
glicose-6-fosfatase no fígado permite 
a produção de glicose livre a partir 
da glicose-6-fosfato produzida na 
glicogenólise e na gliconeogênese.) 
NADPH = nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo fosfato; P = fosfato. 


Uma enorme gota de lipídeo 
empurra o núcleo e o citoplasma 
para a periferia da célula. 


Figura 24.5 
Eletromicrografia colorizada 
de um adipócito. 





ou é oxidada no ciclo do ácido cítrico para produzir energia. (Ver Fig. 
24.4 para o papel central da glicose-6-fosfato.) 


Diminuição da produção de glicose. Enquanto a glicólise e a 
glicogênese (vias que promovem a utilização da glicose) estão sen- 
do estimuladas no fígado no estado absortivo, a gliconeogênese 
e a glicogenólise (vias que geram glicose) estão sendo inibidas. A 
piruvato-carboxilase (PC), que catalisa o primeiro passo na glico- 
neogênese, está inativa em virtude dos baixos níveis de acetil-CoA, 
seu ativador alostérico (ver pág. 119). (Nota: a acetil-CoA está sen- 
do usada para a síntese de ácidos graxos.) A elevada razão insuli- 
na/glucagon também favorece a inativação de outras enzimas gli- 
coneogênicas, como a frutose-1,6-bisfosfatase (ver Fig. 8.17, pág. 
100). A glicogenólise é inibida pela desfosforilação da glicogênio- 
-fosforilase e da fosforilase-cinase. (Nota: o aumento da captação e 
a diminuição da produção de glicose no período absortivo previne a 
hiperglicemia.) 


B. Metabolismo de lipídeos 


A. 


2. 


Aumento da síntese de ácidos graxos. O fígado é o principal sí- 
tio de síntese de novo de ácidos graxos (ver Fig. 24.3, 8. A síntese 
de ácidos graxos, um processo citosólico, é favorecida no período 
absortivo pela disponibilidade dos substratos acetil-CoA (do meta- 
bolismo de glicose e aminoácidos) e NADPH (do metabolismo da 
glicose na via das pentoses-fosfato) e pela ativação da acetil-CoA- 
-carboxilase (ACC), tanto pela desfosforilação como pela presença 
de seu ativador alostérico, citrato. (Nota: a inatividade da AMPK fa- 
vorece a desfosforilação.) A ACC catalisa a formação de malonil- 
-CoA a partir de acetil-CoA, reação que é o passo limitante na rota 
de síntese de ácidos graxos (ver pág. 183). (Nota: malonil-CoA inibe 
a carnitina-palmitoiltransferase-l [CPT-I] da oxidação de ácidos gra- 
xos [ver pág. 191]. Assim, o citrato ativa diretamente a síntese e 
indiretamente inibe a degradação de ácidos graxos.) 


a. Fonte da acetil-coenzima A citosólica. O piruvato prove- 
niente da glicólise aeróbia entra na mitocôndria e é descarboxi- 
lado pela PDH. O produto acetil-CoA é combinado com oxala- 
cetato (OAA) para formar citrato via citrato-sintase do ciclo do 
ácido cítrico. O citrato deixa a mitocôndria (como resultado da 
inibição da isocitrato-desidrogenase por ATP) e entra no cito- 
sol. O citrato é clivado pela ATP citrato-liase (estimulada pela 
insulina), produzindo acetil-CoA, substrato da ACC, mais OAA. 


b. Fonte adicional de NADPH. O OAA é reduzido a malato, que 
é descarboxilado oxidativamente a piruvato pela enzima málica 
à medida que o NADPH é formado (ver Fig. 16.11, pág. 187). 


Aumento na síntese de triacilgliceróis. A síntese de triacilglice- 
rol é favorecida porque o acil-CoA graxo está disponível, tanto pela 
síntese de novo a partir de acetil-CoA quanto pela hidrólise dos tria- 
cilgliceróis componentes dos remanescentes de quilomicra remo- 
vidos da circulação pelos hepatócitos (ver pág. 178). O glicerol-3- 
-fosfato, o esqueleto de carbono para a síntese de triacilgliceróis, 
é fornecido pela glicólise (ver pág. 189). O fígado empacota esses 
TAGs endógenos, produzindo lipoproteínas de densidade muito 
baixa (VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins) secretadas no 
sangue e utilizadas por tecidos extra-hepáticos, especialmente os 
tecidos adiposo e muscular (ver Fig. 24.3, O). 
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C. Metabolismo de aminoácidos 


1. 


Aumento na degradação de aminoácidos. No estado absortivo, 
a quantidade de aminoácidos que chega ao fígado supera a quan- 
tidade que pode ser usada para a síntese de proteínas ou de outras 
moléculas nitrogenadas derivadas de aminoácidos. Os aminoácidos 
excedentes não são armazenados, mas sim liberados na corrente 
circulatória para uso por outros tecidos na síntese proteica, ou são 
desaminados, e os esqueletos de carbono resultantes são degra- 
dados no fígado produzindo piruvato, acetil-CoA ou intermediários 
do ciclo do ácido cítrico. Esses metabólitos podem ser oxidados, 
produzindo energia, ou utilizados na síntese de ácidos graxos (ver 
Fig. 24.3, (9). O fígado tem capacidade limitada para iniciar a degra- 
dação dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e 
valina. Esses aminoácidos passam pelo fígado predominantemente 
inalterados e são metabolizados no tecido muscular (ver pág. 266). 


Aumento da síntese proteica. O corpo não armazena proteína 
para energia da mesma forma que armazena glicogênio ou TAG. En- 
tretanto, um aumento transitório na síntese de proteínas hepáticas 
ocorre no estado absortivo, resultando na reposição de proteínas 
que eventualmente tenham sido degradadas durante o período de 
jejum prévio (ver Fig. 24.3, ©). 


IV. TECIDO ADIPOSO: DEPÓSITO DOS 
ESTOQUES ENERGETICOS 





O tecido adiposo só perde para o fígado na capacidade de distribuir moléculas 
combustíveis. Em um homem de 70 kg, o tecido adiposo branco pesa apro- 
ximadamente 14 kg ou o equivalente a cerca de metade da massa muscular 
total. Quase todo o volume de um adipócito no tecido adiposo branco pode 
ser ocupado por uma gotícula de TAG anidra e caloricamente densa (Fig. 24.5). 


A. Metabolismo de carboidratos 


1 


Aumento do transporte de glicose. Os níveis circulantes de in- 
sulina estão elevados no estado absortivo, resultando em influxo de 
glicose em adipócitos por meio do GLUT-4, dependente de insulina, 
recrutado para a superfície celular a partir de vesículas intracelula- 
res (Fig. 24.6, @). A glicose é fosforilada pela hexocinase. 


Aumento da glicólise. O aumento da disponibilidade intracelular 
de glicose resulta em aumento na atividade glicolítica (ver Fig 24.6, 
8). No tecido adiposo, a glicólise serve à função sintética, forne- 
cendo glicerol-3-fosfato para a síntese de triacilgliceróis (ver pág. 
188). (Nota: o tecido adiposo não possui glicerol-cinase.) 


Aumento da atividade da via das pentoses-fosfato. O tecido 
adiposo pode metabolizar a glicose por meio da via das pentoses- 
-fosfato, produzindo, assim, NADPH, o que é essencial para a sín- 
tese de ácidos graxos (ver pág. 186 e Fig. 24.6, ©. Entretanto, em 
humanos, a síntese de novo não é uma fonte importante de ácidos 
graxos no tecido adiposo, exceto quando um indivíduo previamente 
em jejum se alimenta (ver Fig 24.6, O). 


B. Metabolismo de lipídeos 


A maior parte dos ácidos graxos incorporados aos estoques de TAG dos 
adipócitos, após o consumo de uma refeição contendo lipídeos, é forne- 
cida pela degradação dos TAG exógenos (da dieta) dos quilomicra, envia- 





O adipócito contém 
transportador de glicose 
dependente de insulina, GLUT-4. 








A gordura armazenada no tecido adiposo é 
derivada de ácidos graxos da dieta, 
empacotados em TAGs nos quilomicra, 

e ácidos graxos endógenos sintetizados no 
fígado, empacotados como TAG nas VLDL. 
ALPL nos capilares degrada os TAGs, 
liberando ácidos graxos. 














Figura 24.6 

Principais rotas metabólicas no 
tecido adiposo no estado absortivo. 
(Nota: os números nos círculos, 

que aparecem na figura e nos 
trechos correspondentes do texto, 
indicam as principais rotas do 
metabolismo no tecido adiposo.) 
GLUT = transportador de glicose 

P = fosfato; NADPH = nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato; 
CoA = coenzima A; CAC = ciclo do 
ácido cítrico; TAG = triacilglicerol; 
VLDL = lipoproteína de densidade 
muito baixa; LPL = lipase lipoproteica. 


326 Denise R. Ferrier 











As proteínas teciduais 
degradadas durante o 
período pós-absortivo 
são novamente 

sintetizadas. 














O músculo contém 
transportador de 

glicose dependente 
de insulina, GLUT-4. 











Figura 24.7 

Principais rotas metabólicas no tecido 
muscular esquelético no estado 
absortivo. (Nota: os números nos 
círculos, que aparecem na figura 
e nos trechos correspondentes do 
texto, indicam importantes rotas 
do metabolismo de carboidratos 
e proteínas no tecido muscular.) 
CoA = coenzima A; P = fosfato; 
GLUT = transportador de glicose; 
AACR = aminoácidos de cadeia 
ramificada; CAC = ciclo do ácido 
cítrico. 


V. 


dos pelo intestino, e dos TAG endógenos das VLDL, enviados pelo fígado 
(ver Fig 24.6, 9. Os ácidos graxos são liberados das lipoproteínas pela li- 
pase lipoproteica (LPL), uma enzima extracelular ligada às células endote- 
liais das paredes capilares em muitos tecidos, particularmente adiposo e 
muscular (ver pág. 228). No tecido adiposo, a LPL é regulada positivamen- 
te pela insulina. Portanto, no estado alimentado, níveis elevados de gli- 
cose e de insulina favorecem o armazenamento de triacilgliceróis (ver Fig 
24.6, (9), com todos os carbonos sendo fornecidos pela glicose. (Nota: a 
insulina elevada favorece a forma desfosforilada [inativa] da lipase sensível 
a hormônio [ver pág. 189], inibindo a lipólise no estado alimentado.) 


O TECIDO MUSCULAR ESQUELÉTICO EM REPOUSO 





O músculo esquelético é responsável por aproximadamente 40% da mas- 
sa corporal em indivíduos com peso saudável, e pode usar glicose, ami- 
noácidos, ácidos graxos e corpos cetônicos como combustível. No estado 
alimentado, o músculo capta glicose via GLUT-4 (para energia e síntese de 
glicogênio) e aminoácidos (para energia e síntese de proteínas). Ao contrário 
do fígado, no músculo esquelético não há regulação covalente de PFK-2. No 
entanto, na isoenzima cardíaca, o domínio da cinase é ativado pela fosforila- 
ção mediada pela adrenalina (ver pág. 100). 





O músculo esquelético é singular em sua capacidade de responder às 
mudanças substanciais na demanda por ATP que acompanham a con- 
tração. No repouso, o músculo é responsável por cerca de 25% do con- 
sumo corporal de oxigênio (O,), enquanto durante o exercício vigoroso é 
responsável por até 90%. Isso ressalta o fato de que o tecido muscular 
esquelético, apesar do potencial para períodos transitórios de glicólise 
anaeróbia, é um tecido oxidativo. 





A. 


Metabolismo de carboidratos 


1. Aumento do transporte de glicose. O aumento transitório de gli- 
cose plasmática e insulina após uma refeição rica em carboidratos 
leva a um aumento no transporte de glicose para células musculares 
(miócitos) por GLUT-4 (ver pág. 97 e Fig. 24.7, @), reduzindo a glice- 
mia. A glicose é fosforilada à glicose-6-fosfato pela hexocinase e me- 
tabolizada para atender às necessidades energéticas dos miócitos. 


2. Aumento da glicogênese. O aumento da razão insulina/glucagon 
e a disponibilidade de glicose-6-fosfato favorecem a síntese do gli- 
cogênio, especialmente se as reservas de glicogênio tiverem sido 
esgotadas como resultado do exercício (ver pág. 126 e Fig. 24.7, O). 


Metabolismo de lipídeos 


Os ácidos graxos são liberados dos quilomicra e das VLDL pela ação 
da LPL (ver págs. 228 e 231). Entretanto, os ácidos graxos são combus- 
tíveis secundários para o músculo em repouso no estado alimentado, 
situação em que a glicose é a principal fonte de energia. 


Metabolismo de aminoácidos 


1. Aumento da síntese proteica. Um aumento na captação de ami- 
noácidos e na síntese proteica ocorre no período absortivo, após 
uma refeição contendo proteínas (ver Fig. 24.7, O e O). Essa sinte- 
se repõe as proteínas degradadas desde a refeição anterior. 
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2. Aumento na captação de aminoácidos de cadeia ramificada. O 
tecido muscular é o principal local para degradação de aminoácidos 
de cadeia ramificada, pois contém a transaminase necessária para 
tal (ver pág. 266). Os aminoácidos de cadeia ramificada da dieta 
escapam da metabolização hepática e são captados pelo músculo, 
onde são usados para a síntese proteica (ver Fig. 24.7, 3) e como 
substratos energéticos. 


VI. O ENCÉFALO 





O encéfalo, embora contribua com apenas 2% do peso corporal adulto, é res- 
ponsável por 20% do consumo basal de O, do corpo em repouso. Uma vez 
que o encéfalo é vital para o funcionamento apropriado de todos os órgãos do 
corpo, atenção especial é dada às suas necessidades energéticas. Para forne- 
cer energia ao encéfalo, os substratos devem ser capazes de cruzar as células 
endoteliais que revestem os vasos sanguíneos no encéfalo (a barreira hema- 
toencefálica). No estado alimentado, o encéfalo usa exclusivamente a glicose 
como combustível (o GLUT-1 da barreira hematoencefálica é independente 
de insulina), oxidando completamente cerca de 140 g/dia de glicose a dióxido 
de carbono e água. Como o encéfalo não contém reservas significativas de 
glicogênio, ele é completamente dependente da disponibilidade de glicose no 
sangue (Fig. 24.8, @). (Nota: se a glicemia cai para < 50 mg/dL [valor normal 
para glicemia em jejum é de 70 a 99 mg/dL], a função encefálica é prejudicada 
[veja p. 315].) O encéfalo também carece de reservas significativas de TAG, e 
os ácidos graxos que circulam no sangue contribuem pouco para a produção 
de energia por razões que ainda não são claras. As trocas metabólicas entre 
os tecidos características do estado absortivo estão resumidas na Figura 24.9. 


VII. VISÃO GERAL DO JEJUM 





O jejum inicia quando não há alimento ingerido após o período absortivo. 
Pode resultar de uma incapacidade de obter alimento, de um desejo de per- 
der peso rapidamente ou de situações clínicas em que o indivíduo não pode 
comer (p. ex., devido a trauma, cirurgia, tumores ou queimaduras). Sem a 
ingestão de alimento, os níveis plasmáticos de glicose, aminoácidos e tria- 
cilgliceróis caem, desencadeando um declínio na secreção de insulina e um 
aumento na liberação de glucagon, adrenalina e cortisol. A diminuição na 
razão insulina/hormônios contrarregulatórios e o decréscimo de substratos 
circulantes fazem do período pós-absortivo, de privação de nutrientes, um 
período catabólico, caracterizado por degradação dos estoques de triacilgli- 
ceróis, do glicogênio e de proteínas. Isso coloca em movimento uma intensa 
troca de substratos entre o fígado, o tecido adiposo, o músculo esquelético e 
o encéfalo, orientada por duas prioridades: 1) a necessidade de manter níveis 
plasmáticos adequados de glicose para sustentar o metabolismo energético 
no encéfalo, nos eritrócitos e em outros tecidos que requerem glicose; e 2) a 
necessidade de mobilizar ácidos graxos dos TAGs no tecido adiposo para a 
síntese e liberação de corpos cetônicos pelo fígado, para fornecer energia a 
outros tecidos e poupar as proteínas do corpo. Como resultado, em jejum, os 
níveis de glicose no sangue são mantidos dentro de um intervalo estreito, en- 
quanto os níveis de ácidos graxos e de corpos cetônicos aumentam. (Nota: 
a manutenção da glicose requer que os substratos para a gliconeogênese 
[como piruvato, alanina e glicerol] estejam disponíveis.) 


A. Estoques energéticos 


Os combustíveis metabólicos disponíveis em um homem normal de 
70 kg, no início do jejum, são mostrados na Figura 24.10. Observe a gran- 










O encéfalo oxida 
completamente a 

glicose em dióxido 
de carbono e água. 


A glicose é transportada 
rapidamente através da 
barreira hematoencefálica 
pelo transportador de 
glicose independente de 
insulina, GLUT-1. 
















Figura 24.8 

Principais rotas metabólicas no 
encéfalo no estado absortivo. 
(Nota: os números nos círculos, que 
aparecem na figura e nos trechos 
correspondentes do texto, indicam 
importantes rotas do metabolismo 
dos carboidratos.) CoA = coenzima A; 
CAC = ciclo do ácido cítrico; 

P = fosfato; GLUT = transportador 
de glicose. 
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OS LIPÍDEOS DA DIETA PODEM SER 
CONVERTIDOS EM LIPÍDEOS CORPORAIS 
Quando a ingestão calórica excede o gasto 
energético, os lipídeos da dieta podem ser 
armazenados como triacilgliceróis no 
tecido adiposo. 
















CARBOIDRATOS E PROTEÍNAS DA DIETA PODEM 
SER CONVERTIDOS EM LIPÍDEOS CORPORAIS 
Quando a ingestão calórica excede o gasto 
energético, os carboidratos e as proteínas da dieta 
podem ser convertidos em triacilgliceróis no fígado, 
os quais, por fim, se depositam no tecido adiposo. 
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Figura 24.9 

Relações entre os tecidos no estado absortivo e os sinais hormonais que os promovem. (Nota: pequenos 

círculos no perímetro do músculo e dos adipócitos indicam transportadores de glicose dependentes de insulina.) 

P = fosfato; CoA = coenzima A; NADPH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato; CAC = ciclo do ácido cítrico; 
VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa. 


de quantidade de estoques energéticos disponíveis na forma de triacilgli- 
ceróis, comparada com a quantidade de glicogênio existente. (Nota: em- 
bora proteínas sejam consideradas uma fonte de energia, cada proteína 
também possui uma função não relacionada ao metabolismo energético 
[p. ex., como componente estrutural do corpo ou como uma enzima]. 
Portanto, apenas um terço da proteína corporal pode ser usado para pro- 
dução energética, sem comprometer fatalmente as funções vitais.) 


B. Mudanças enzimáticas 


No jejum (assim como no estado alimentado), o fluxo de intermediários 
através das rotas do metabolismo energético é controlado por quatro 
mecanismos: 1) disponibilidade de substratos; 2) ativação e inibição 
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alostérica de enzimas; 3) modificação covalente de enzimas; e 4) indu- 
ção e repressão da síntese de enzimas. As mudanças metabólicas ob- 
servadas no jejum são geralmente opostas àquelas descritas no estado 
absortivo (ver Fig 24.9). Por exemplo, embora a maioria das enzimas 
reguladas por modificação covalente sejam desfosforiladas e ativas no 
estado bem alimentado, em jejum elas estão fosforiladas e inativas. Três 
exceções são a glicogênio-fosforilase (ver pág. 132), a glicogênio-fosto- 
rilase-cinase (ver pág. 132) e a lipase sensível a hormônios (ver pág. 189), 
que são ativas nos estados fosforilados. No jejum, os substratos não são 
fornecidos pela dieta, mas estão disponíveis a partir da degradação das 
reservas, como pela glicogenólise com liberação de glicose do fígado, li- 
pólise com liberação de ácidos graxos e glicerol dos TAGs armazenados 
no tecido adiposo e proteólise com liberação de aminoácidos do mús- 
culo. A compreensão de que as trocas no jejum são recíprocas àquelas 
descritas no estado alimentado é útil para entender o fluxo e o refluxo 
do metabolismo. 


VIII. O FÍGADO NO ESTADO DE JEJUM 





O papel principal do fígado no jejum é a manutenção da glicose no sangue 
por meio da produção de glicose (a partir da glicogenólise e da gliconeogê- 
nese) para tecidos que requerem glicose, e a síntese e a distribuição de cor- 
pos cetônicos para uso em outros tecidos. Portanto, o metabolismo hepático 
distingue-se do metabolismo periférico (ou extra-hepático). 


A. Metabolismo de carboidratos 


No jejum, o fígado usa inicialmente a degradação do glicogênio e, então, 
a gliconeogênese para manter os níveis de glicose no sangue e sustentar 
o metabolismo energético do encéfalo e de outros tecidos dependentes 
de glicose. (Nota: lembre-se que a presença da glicose-6-fosfatase no 
fígado permite a liberação da glicose livre, tanto da glicogenólise quanto 
da gliconeogênese [ver pág. 24.4].) 


1. Aumento da glicogenólise. A Figura 24.11 mostra as fontes de 
glicose no sangue depois da ingestão de 100 g desse substrato. 
Durante o breve período absortivo, a glicose ingerida é a maior fonte 
de glicose para o sangue. Várias horas depois da ingestão, a gli- 
cemia cai o suficiente para causar aumento da secreção de glu- 
cagon e decréscimo da secreção de insulina. O aumento da razão 
glucagon/insulina provoca uma rápida mobilização das reservas de 
glicogênio no fígado (que contém cerca de 80 g de glicogênio no 
estado alimentado) em razão da fosforilação mediada por PKA (e 
ativação) da glicogênio-fosforilase-cinase que fosforila (e ativa) a gli- 
cogênio-fosforilase (ver pág. 132). A Figura 24.11 mostra que, como 
o glicogênio do fígado fica esgotado após 24 horas de jejum, a gli- 
cogenólise hepática é uma resposta transitória ao jejum precoce. A 
Figura 24.12, O) mostra a degradação do glicogênio como parte da 
resposta metabólica geral do fígado durante o jejum. (Nota: a fosfo- 
rilação da glicogênio-sintase inibe simultaneamente a glicogênese.) 


2. Aumento da gliconeogênese. A síntese de glicose e sua subse- 
quente liberação para a circulação são funções hepáticas essenciais 
durante o jejum de curto e de longo prazo (ver Fig. 24.12, @). Os 
esqueletos de carbono para a gliconeogênese são derivados prin- 
cipalmente de aminoácidos glicogênicos e lactato, originários do 
músculo, e de glicerol, oriundo do tecido adiposo. A gliconeogênese, 
favorecida pela ativação da frutose-1,6-bisfosfatase (devido à dimi- 
nuição da disponibilidade de seu inibidor, frutose-2,6-bisfosfato; ver 





[] Proteína: 6 kg = 24.000 kcal 


| Glicogênio: 0,2 kg = 800 kcal 








Figura 24.10 

Combustíveis metabólicos em 

um homem de 70 kg no início do 
jejum. As reservas de gordura 

são suficientes para satisfazer as 
necessidades de energia por cerca 
de 80 dias. 
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Figura 24.11 


Fontes da glicose sanguínea depois 
de uma ingestão de 100 g de glicose. 
(Nota: consulte a seção B.2 para 
obter uma explicação sobre o declínio 
da gliconeogênese.) 
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A glicogênio-fosforilase e a 
fosforilase-cinase estão 
fosforiladas e ativas. 








A glicose-6-fosfatase gera 
SANGUE | glicose livre. 


O fígado não possui 
tioforase, impedindo o uso 
de corpos cetônicos. 





A ativação da frutose- 
-2,6-bisfosfatase favorece a 
gliconeogênese. 















— Acetil-CoA > Corpos cetônicos 
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B-oxidação inibe o CAC, 

levando a acetil-CoA para 
a cetogênese. 








O baixo nível de malonil-CoA 
permite a f-oxidação. O produto, 
acetil-CoA, ativa a 
piruvato-carboxilase e inibe a 
piruvato-desidrogenase, levando 
o piruvato para a gliconeogênese. 
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Figura 24.12 

Principais rotas metabólicas no fígado durante o jejum. (Nota: os números nos círculos, que aparecem na figura e nos 
textos correspondentes, indicam rotas importantes para o metabolismo de carboidratos ou lipídeos.) 

P = fosfato; CoA = coenzima A; CAC = ciclo do ácido cítrico; NADH = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo. 


pág. 121) e por indução da atividade da PEPCK pelo glucagon (ver 
pág. 122), começa de 4 a 6 horas após a última refeição e se torna 
totalmente ativa na medida em que as reservas de glicogênio do figa- 
do são esgotadas (ver Fig. 24.11). (Nota: a diminuição da frutose-2,6- 
-bisfosfato também inibe a glicólise, por inibir a PFK-1 [ver pág. 99].) 


B. Metabolismo de lipídeos 


1. Aumento da oxidação de ácidos graxos. A oxidação de áci- 
dos graxos derivados da hidrólise de TAG no tecido adiposo é a 
maior fonte energética para o fígado no estado pós-absortivo (je- 
jum) (ver Fig. 24.12, o. A queda na malonil-CoA devido à fosfo- 
rilação (inativação) da acetil-CoA-carboxilase (ACC) pela AMPK 
desinibe a carnitina-palmitoiltransferase | (CPT-l), permitindo que a 
B-oxidação ocorra (ver pág. 191). A oxidação de ácidos graxos gera 
NADH, flavina-adenina-dinucleotídeo (FADH,) e acetil-CoA. O NADH 
inibe o ciclo do ácido cítrico e desloca o equilíbrio da reação da 
malato-desidrogenase, convertendo o OAA a malato. Isso resulta 
em acetil-CoA disponível para a cetogênese. A acetil-CoA também 
é um ativador alostérico da piruvato-carboxilase (PC) e um inibidor 
alostérico da piruvato-desidrogenase (PDH), favorecendo o uso de 
piruvato na gliconeogênese (ver Fig. 10.9, pág. 122). (Nota: a acetil- 
-CoA não pode ser usada como substrato para a gliconeogênese, 
em parte porque a reação da PDH é irreversível.) A oxidação de 





87] 3-Hidroxibutirato 


Níveis no sangue (mmol/L) 














o 10 20 30 40 NADH e FADH,, acoplada à fosforilação oxidativa, fornece a energia 
Dias de jejum requerida pelas reações da PC e da PEPCK da gliconeogênese. 

2. Aumento da cetogênese. O fígado é único em ser capaz de sin- 

Figura 24.13 tetizar e liberar corpos cetônicos, principalmente 3-hidroxibutirato, 
Concentração de ácidos graxos e mas também acetoacetato, para uso como combustível por tecidos 
3-hidroxibutirato no sangue durante periféricos, mas não pelo próprio fígado, porque o fígado não possui 
o jejum. (Nota: o 3-hidroxibutirato é a tioforase (ver pág. 197). A cetogênese, que começa durante os pri- 
sintetizado a partir da redução de meiros dias de jejum (Fig. 24.13), é favorecida quando a concentração 


acetoacetato, que requer o NADH.) de acetil-CoA da oxidação de ácidos graxos excede a capacidade 
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oxidativa do ciclo do ácido cítrico. (Nota: a cetogênese libera CoA, 
assegurando sua disponibilidade para a contínua oxidação de ácidos 
graxos.) A disponibilidade de corpos cetônicos circulantes, solúveis 
em água, é importante no jejum, porque eles podem ser usados como 
combustível pela maioria dos tecidos, incluindo o encéfalo, uma vez 
que seu nível no sangue seja alto o suficiente. A concentração de cor- 
pos cetônicos no sangue aumenta de cerca de 50 uM a aproximada- 
mente 6 mM no jejum. Isso reduz a necessidade de gliconeogênese a 
partir do esqueleto carbonado de aminoácidos, preservando, assim, 
as proteínas essenciais (ver Fig. 24.11). A cetogênese, como parte da 
resposta geral do fígado ao jejum, é mostrada na Figura 24.12, O. 
(Nota: os corpos cetônicos são ácidos orgânicos e, quando presentes 
em altas concentrações, podem causar cetoacidose.) 


IX. O TECIDO ADIPOSO NO JEJUM 





A. Metabolismo de carboidratos 


O transporte de glicose pelo GLUT-4 sensível à insulina no adipócito e 
seu subsequente metabolismo estão diminuídos devido aos baixos ní- 
veis de insulina circulante. Isso resulta na diminuição da síntese de TAG. 


B. Metabolismo de lipídeos 


i 


Aumento da degradação de triacilgliceróis. A fosforilação me- 
diada por PKA e a ativação da lipase sensível a hormônios (ver pág. 
189) e subsequente hidrólise de gorduras armazenadas (TAGs) são 
reforçadas pela elevação das catecolaminas, noradrenalina e adre- 
nalina. Esses hormônios, que são liberados das terminações nervo- 
sas simpáticas no tecido adiposo e/ou da medula da suprarrenal, 
são ativadores fisiologicamente importantes da lipase sensível a 
hormônios (Fig. 24.14, O). 


Aumento da liberação de ácidos graxos. Ácidos graxos obtidos 
da hidrólise de TAG armazenado em adipócitos são liberados princi- 
palmente para o sangue (ver Fig. 24.14, o. Ligados à albumina, são 
transportados a uma variedade de tecidos para utilização como com- 
bustível. O glicerol produzido durante a degradação dos TAGs é usado 
como precursor na gliconeogênese no figado, que contém glicerol-ci- 
nase. (Nota: os ácidos graxos são também oxidados a acetil-CoA, que 
pode entrar no ciclo do ácido cítrico e, portanto, produzir energia para 
o adipócito. Eles também podem ser reesterificados junto ao glice- 
rol-3-fosfato [proveniente da gliceroneogênese; ver pág. 190], gerando 
TAG e reduzindo a concentração de ácidos graxos no plasma.) 


Diminuição da captação de ácidos graxos. No jejum, a atividade 
da lipase lipoproteica (LPL) no tecido adiposo é baixa. Consequen- 
temente, os ácidos graxos esterificados aos TAGs das lipoproteínas 
circulantes estão menos disponíveis para o tecido adiposo do que 
para músculo. 


X. O TECIDO MUSCULAR ESQUELÉTICO 
EM REPOUSO NO JEJUM 





O músculo no repouso usa glicose em vez de ácido graxo como sua princi- 
pal fonte de combustível em jejum. (Nota: em contrapartida, músculos em 
exercício inicialmente usam creatina-fosfato e suas reservas de glicogênio. 
Durante o exercício intenso, a glicose-6-fosfato derivada da glicogenólise 
é convertida em lactato pela glicólise anaeróbia [ver pág. 118]. O lactato 














Figura 24.14 

As principais rotas metabólicas no 
tecido adiposo durante o jejum. 
(Nota: os números nos círculos, 
que aparecem na figura e no texto 
correspondente, indicam rotas 
importantes para o metabolismo de 
lipídeos.) CoA = coenzima A; 

CAC = ciclo do ácido cítrico. 


MÚSCULO 


Figura 24.15 

Principais rotas metabólicas no 
tecido muscular esquelético durante 
o jejum. (Nota: os números nos 
círculos, que aparecem na figura e 
nos textos correspondentes, indicam 
rotas importantes para o metabolismo 
de lipídeos ou proteinas.) 

CoA = coenzima A; CAC = ciclo 

do ácido cítrico. 
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Figura 24.16 

As principais rotas metabólicas no 
encéfalo durante o jejum. (Nota: os 
números nos círculos, que aparecem 
na figura e no texto correspondente, 
indicam rotas importantes para 

o metabolismo de lipídeos ou 
carboidratos.) CoA = coenzima 

A; CAC = ciclo do ácido cítrico; 

P = fosfato. 








Alimentado Jejum prolongado 
(5 a 6 semanas) 











Figura 24.17 

Fontes de combustível utilizadas 
pelo encéfalo para atender às 
necessidades energéticas nos 
estados alimentado e de jejum 
prolongado. 


é utilizado pelo fígado para a gliconeogênese [ciclo Cori; ver pág. 118]. À 
medida que essas reservas de glicogênio são esgotadas, os ácidos graxos 
livres provenientes da degradação de TAG no tecido adiposo tornam-se 
a fonte de energia dominante. O aumento de AMP pela contração ativa a 
AMPK, que fosforila e inativa a isoenzima muscular da ACC, diminuindo 
a malonil-CoA e permitindo a oxidação de ácidos graxos [ver pág. 183].) 


A. Metabolismo de carboidratos 


O transporte de glicose para os miócitos do músculo esquelético por 
meio do GLUT-4 sensível à insulina (ver pág. 97) e o subsequente me- 
tabolismo da glicose estão diminuídos porque os níveis circulantes de 
insulina estão baixos. Portanto, a glicose da gliconeogênese hepática 
não está disponível para o músculo e o tecido adiposo. 


B. Metabolismo de lipídeos 


No início do jejum, o músculo usa ácidos graxos do tecido adiposo e 
os corpos cetônicos do fígado como combustíveis (Fig. 24.15, O e 
O). No jejum prolongado, o músculo diminui o uso de corpos cetôni- 
cos (poupando-os para o encéfalo) e oxida ácidos graxos quase que 
exclusivamente. (Nota: a acetil-CoA proveniente da oxidação dos ácidos 
graxos inibe indiretamente a PDH [por ativação da PDH-cinase] e poupa 
o piruvato, que é transaminado à alanina e utilizado pelo fígado para a 
gliconeogênese [ciclo glicose-alanina; ver pág. 253].) 


C. Metabolismo de proteínas 


Durante os primeiros dias de jejum, há uma rápida degradação de proteína 
muscular (p. ex., enzimas glicolíticas), fornecendo aminoácidos que são 
utilizados pelo fígado para a gliconeogênese (ver Fig. 24.15, 3). Como o 
músculo não tem receptores para glucagon, a proteólise muscular é desen- 
cadeada pela redução de insulina e mantida pelo aumento de glicocorticoi- 
des. (Nota: a alanina e a glutamina são quantitativamente os mais importan- 
tes aminoácidos glicogênicos liberados pelo músculo. Eles são produzidos 
pelo catabolismo de aminoácidos de cadeia ramificada [ver pág. 267]. A 
glutamina é utilizada como combustível pelos enterócitos, por exemplo, 
que enviam a alanina para ser utilizada na gliconeogênese hepática [ciclo 
glicose-alanina].) Na segunda semana de jejum, a velocidade da proteólise 
muscular decresce, porque há um declínio na necessidade de glicose pelo 
encéfalo, que começou a utilizar corpos cetônicos como fonte de energia. 


XI. O ENCÉFALO NO JEJUM 





Durante os primeiros dias de jejum, o encéfalo continua a usar apenas glicose 
como combustível (Fig. 24.16, O. A glicemia é mantida pela gliconeogênese 
hepática, a partir de precursores glicogênicos, como os aminoácidos, forne- 
cidos pela proteólise, e glicerol, fornecido pela lipólise. No jejum prolongado 
(além de 2 a 3 semanas), os corpos cetônicos plasmáticos (ver Fig. 24.12) 
atingem níveis significativamente elevados e substituem a glicose como o 
principal combustível para o encéfalo (ver Figs. 24.16, @ e 24.17). Isso reduz 
a necessidade de catabolismo proteico para a gliconeogênese: os corpos 
cetônicos poupam a glicose e, assim, a proteína muscular. (Nota: à medida 
que a duração do jejum se prolonga de uma noite para dias e para semanas, 
os níveis de glicose no sangue inicialmente caem e depois são mantidos no 
nível inferior [65 a 70 mg/dL].) As mudanças metabólicas ocorridas no jejum 
asseguram que todos os tecidos tenham suprimento adequado de molécu- 
las combustíveis. A resposta dos principais tecidos envolvidos no metabolis- 
mo energético durante o jejum está resumida na Figura 24.18. 
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DE GLICOSE A mobilização de triacilgliceróis do tecido adiposo fornece ácidos graxos 
A glicemia é mantida inicialmente por degradação do para o consumo energético e precursores para a produção de corpos 


PRIORIDADE 1: ALIMENTAR OS TECIDOS DEPENDENTES PRIORIDADE 2: ALIMENTAR OS TECIDOS INDEPENDENTES DA GLICOSE 
glicogênio hepático, seguindo-se a gliconeogênese. cetônicos. 
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catabólicos que promovem a degradação 
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Figura 24.18 
Relações entre os tecidos durante o jejum e os sinais hormonais que as promovem. P = fosfato; CAC = ciclo do ácido 
cítrico; CoA = coenzima A; Ala = alanina; Gin = glutamina. 
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Figura 24.19 

Uso da glutamina produzida pelo 
catabolismo dos aminoácidos de 
cadeia ramificada no músculo para 
gerar amônia (NH.) usada para a 
excreção de prótons (H”), na forma 
de íon amônio (NH,') nos rins. 


XII. OS RINS NO JEJUM DE LONGA DURAÇÃO 





Com a continuidade do jejum, os rins exercem papel importante na adapta- 
ção a longo prazo. O córtex renal expressa as enzimas da gliconeogênese, 
incluindo a glicose-6-fosfatase e, em fases avançadas do jejum, pode ser 
responsável por cerca de 50% da gliconeogênese. (Nota: parte da glicose 
produzida é consumida pelos rins.) Os rins também compensam a acidose 
que acompanha o aumento na produção de corpos cetônicos (ácidos orgã- 
nicos). A glutamina liberada nos músculos pelo metabolismo de aminoácidos 
de cadeia ramificada é captada pelos rins e, sob a ação das enzimas renais 
glutaminase e glutamato-desidrogenase (ver pág. 256), produz a-cetogluta- 
rato (que pode ser usado como substrato para a gliconeogênese) e amônia 
(NH.). A amônia capta os prótons da dissociação dos corpos cetônicos e 
é excretada na urina como íon amônio (NH,*), diminuindo a carga ácida no 
corpo (Fig. 24.19). Portanto, no jejum a longo prazo, ocorre troca no tipo de 
descarte de nitrogênio, da forma de ureia para a forma de amônio (NH,*). 
(Nota: quando a concentração de corpos cetônicos aumenta, os enterócitos, 
que comumente consomem glutamina, passam a consumir corpos cetôni- 
cos. Isso disponibiliza mais glutamina para os rins.) 








XIII. RESUMO DO CAPÍTULO 





O fluxo de intermediários por meio das rotas metabólicas é controlado por quatro mecanismos reguladores: 1) disponibilidade 
de substratos; 2) ativação e inibição alostérica de enzimas; 3) modificação covalente de enzimas; e 4) indução e repressão da 
síntese de enzimas. No estado absortivo, o período de 2 a 4 horas após a ingestão de uma refeição, esses mecanismos asse- 
guram que os nutrientes disponíveis sejam capturados como glicogênio, triacilglicerol (TAG) e proteína (Fig. 24.20). Durante 
esse intervalo, há aumento transitório de glicose, aminoácidos e TAGs no plasma, estes últimos principalmente como compo- 
nentes dos quilomicra sintetizados pelas células da mucosa intestinal. O pâncreas responde aos níveis elevados de glicose 
com uma secreção aumentada de insulina e uma diminuição da secreção de glucagon. A elevada razão insulina/glucagon e 
a pronta disponibilidade de substratos circulantes tornam o estado absortivo um período anabólico, durante o qual pratica- 
mente todos os tecidos utilizam glicose como combustível. Além disso, o fígado repõe seu estoque de glicogênio, repõe as 
proteínas hepáticas necessárias e aumenta a síntese de TAG. Estes últimos são empacotados em lipoproteínas de densidade 
muito baixa, que são exportadas para os tecidos periféricos. O tecido adiposo aumenta a síntese e o armazenamento de TAG, 
enquanto o músculo aumenta a síntese proteica para substituir a proteína degradada desde a refeição anterior. No estado ali- 
mentado, o encéfalo utiliza exclusivamente glicose como combustível. No jejum, os níveis plasmáticos de glicose, aminoácidos 
e TAG caem, provocando um declínio na secreção de insulina e um aumento na secreção de glucagon e adrenalina. A diminui- 
ção da razão insulina/hormônios contrarreguladores e a diminuição da disponibilidade de substratos circulantes tornam o 
estado de jejum um período catabólico. Isso coloca em movimento uma intensa troca de substratos entre o fígado, o tecido 
adiposo, o músculo esquelético e o encéfalo, orientada por duas prioridades: 1) a necessidade de manter os níveis plasmáticos 
de glicose adequados para sustentar o metabolismo energético do encéfalo e de outros tecidos dependentes de glicose; e 2) 
a necessidade de mobilizar ácidos graxos do tecido adiposo e liberar corpos cetônicos do fígado para suprir de energia os 
outros tecidos. Para atingir esses objetivos, o fígado degrada o glicogênio e inicia a gliconeogênese, usando o aumento da 
oxidação de ácidos graxos para fornecer a energia e os equivalentes reduzidos necessários para a gliconeogênese e a acetil- 
-coenzima A necessária para a cetogênese. O tecido adiposo degrada os estoques de TAG, proporcionando ácidos graxos e 
glicerol ao fígado. Os músculos podem usar os ácidos graxos como combustível, bem como os corpos cetônicos fornecidos 
pelo fígado. O fígado usa o glicerol para a gliconeogênese. A proteína muscular é degradada para fornecer aminoácidos para 
o fígado para uso na gliconeogênese, mas essa proteólise diminui à medida que os corpos cetônicos aumentam. O encéfalo 
pode usar a glicose e os corpos cetônicos como combustíveis. Do jejum tardio para um estado de fome extrema, os rins de- 
sempenham um importante papel ao sintetizar glicose e excretar os prótons provenientes da dissociação de corpos cetônicos 
na forma de íon amônio (NH,). 
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Figura 24.20 


Mapa de conceitos-chaves para o ciclo alimentado/jejum. VLDL = lipoproteína de densidade muito baixa. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


24.1 


24.2 


24.3 


24.4 


24.5 


Qual dos seguintes compostos está elevado no plasma 
durante o período absortivo (alimentado), quando com- 
parado ao estado pós-absortivo (jejum)? 

A. Acetoacetato. 

B. Quilomicra. 

D. Ácidos graxos livres. 

D. Glucagon. 


Qual das seguintes afirmações referentes ao figado no 
estado absortivo está correta? 


A. Afrutose-2,6-bisfosfato está elevada. 

B. A insulina estimula a captação de glicose. 

C. A maioria das enzimas reguladas por modificação 
covalente está no estado fosforilado. 

D. A oxidação de acetil-coenzima A está aumentada. 

E. A síntese de glicocinase está reprimida. 


Qual das seguintes enzimas está fosforilada e ativa em 
um indivíduo que vem jejuando há 12 horas? 

Arginase. 

Carnitina-palmitoiltransferase-l. 

Ácido graxo-sintase. 

Glicogênio-sintase. 

Lipase sensível a hormônio. 

Fosfofrutocinase-1. 

Piruvato-desidrogenase. 


Para um homem de 70 kg, em qual dos períodos listados 
abaixo os corpos cetônicos fornecem a maior parte das 
necessidades calóricas para o encéfalo? 

A. Período absortivo. 

B. Jejum de 12h. 

C. Jejum de três dias. 

D. Jejum de quatro semanas. 

E. Jejum de cinco meses. 
O diagrama abaixo mostra vias de produção e de utiliza- 
ção para o piruvato, uma molécula central no metabolis- 
mo energético. 
Qual letra no diagrama representa uma reação que re- 
quer biotina e é ativada pela acetil-coenzima A? 


9nmo Om» 





Fosfoenolpiruvato 


j 
Ẹ B 

Lactato «— >» Piruvato ——> 
E c 


Acetil- 
-coenzima A 


Alanina Oxalacetato 


D 
Aspartato 





Resposta correta = B. Os quilomicra, ricos em TAG, são sintetizados 
no intestino e dele liberados após a ingestão de alimento. Acetoace- 
tato, ácidos graxos livres e glucagon são elevados em jejum, não no 
estado absortivo. 


Resposta correta = A. O aumento da insulina e a diminuição dos 
niveis de glucagon característicos do estado absortivo promovem a 
sintese de frutose-2,6-bisfosfato, que, alostericamente, ativa a fos- 
fofrutocinase-1 da glicólise. A maioria das enzimas covalentemente 
modificadas está no estado desfosforilado e é ativa. A acetil-coen- 
zima A não é oxidada no estado bem alimentado porque está sen- 
do usada na sintese de ácidos graxos. A captação de glicose (por 
transportador de glicose-2) no figado é independente da insulina. A 
síntese de glicocinase é induzida por insulina no estado alimentado. 


Resposta correta = E. A lipase sensível a hormônio dos adipócitos é 
fosforilada e ativada pela proteína-cinase A em resposta à adrenali- 
na. As opções A, B, C e F não são reguladas de forma covalente. As 
opções D e G são reguladas de forma covalente, mas ficam inativas 
se forem fosforiladas. 


Resposta correta = D. A quantidade de corpos cetônicos, sintetiza- 
dos a partir da acetil-coenzima A, produto da oxidação de ácidos 
graxos, aumenta no sangue durante o jejum, mas deve atingir um 
nível crítico para cruzar a barreira hematoencefálica. Normalmente, 
isso ocorre entre a segunda e a terceira semana de jejum. As re- 
servas de gordura em um homem de 70 kg não seriam capazes de 
suprir suas necessidades de energia por cinco meses. 


Resposta correta = C. A piruvato-carboxilase, uma enzima mito- 
condrial da gliconeogênese, requer biotina (e ATP) e é ativada de 
maneira alostérica pela acetil-coenzima A a partir da oxidação de 
ácidos graxos. Nenhuma das outras opções atende a esses crité- 
rios. A = piruvato-cinase; B = complexo da piruvato-desidrogena- 
se; D = aspartato-aminotransferase; E = alanina-aminotransferase; 
F = lactato-desidrogenase. 





Diabetes melito 


Il. VISÃO GERAL 





Diabetes melito (diabetes) não é uma doença única, e sim um grupo hetero- 
gêneo de síndromes multifatoriais, principalmente poligênicas caracterizadas 
por uma elevada glicemia em jejum, causada por uma deficiência relativa ou 
absoluta na insulina. Mais de 29 milhões de pessoas nos Estados Unidos 
(cerca de 9% da população) têm diabetes. Desse número, aproximadamente 
8 milhões ainda não foram diagnosticados. O diabetes melito é a principal 
causa de cegueira e amputação no adulto e uma importante causa de insu- 
ficiência renal, dano neural, ataques cardíacos e acidentes vasculares ence- 
fálicos. Os casos de diabetes melito podem, em sua maioria, ser divididos 
em dois grupos (Fig. 25.1), tipo 1 (inicialmente denominado diabetes melito 




















CARACTERÍSTICAS DIABETES TIPO 1 BETES TIPO 2 
IDADE DE INÍCIO Geralmente durante a infância ou a Frequentemente após os 35 anos; sintomas desenvolvem-se 
puberdade; sintomas desenvolvem-se gradualmente 
rapidamente 
ESTADO NUTRICIONAL NO 
MOMENTO DO INÍCIO DA Frequentemente subnutridos Obesidade geralmente presente 
DOENÇA 
PREVALÊNCIA < 10% dos diabéticos diagnosticados > 90% dos diabéticos diagnosticados 
PREDISPOSIÇÃO GENÉTICA Moderada Muito forte 
Células $ são destruídas, eliminando Resistência à insulina, combinada com incapacidade das 
DEFEITO OU DEFICIÊNCIA a produção de insulina células B de produzirem quantidades adequadas de insulina 
FREQUÊNCIA DE CETOSE Comum Rara 
INSULINA PLASMÁTICA Baixa a ausente Alta no início da doença; baixa a ausente na doença crônica 
COMPLICAÇÕES AGUDAS Cetoacidose Estado hiperglicêmico hiperosmolar 
RESPOSTA A FÁRMACOS e 
HIPOGLICEMIANTES ORAIS Não Bireeponairo Responsivo 
Dieta, exercício, fármacos hipoglicemiantes orais; a insulina pode ou 
i não ser necessária. Redução de fatores de risco (redução do peso, 
TRATAMENTO Insulina é sempre necessária pausa no tabagismo, controle da pressão sanguínea, tratamento de 
dislpidemias) é essencial para a terapia. 
Figura 25.1 


Comparação entre diabetes melito tipo 1 e tipo 2. (Nota: o nome da doença reflete a apresentação clínica de 
quantidades abundantes de urina contendo glicose e é derivado da palavra grega para sifão [diabetes] e da palavra 
latina para mel doce [mellitus].) 
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EVENTO INICIADOR 
Exposição a um vírus ou a uma 
toxina pode disparar o processo 
de destruição das células $ em 
indivíduos com predisposição 
genética. 
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aparecem subitamente. 






















Figura 25.2 

Capacidade secretora de insulina 
durante o início do diabetes tipo 1. 
(Nota: a taxa de destruição autoimune 
das células B pode ser mais rápida 
ou mais lenta do que o mostrado.) 


dependente de insulina) e tipo 2 (inicialmente denominado diabetes melito 
independente de insulina). A incidência e a prevalência do tipo 2 está aumen- 
tando devido ao envelhecimento da população e ao aumento na prevalência 
de obesidade e do estilo de vida sedentário (ver pág. 349). O aumento da 
incidência de diabetes do tipo 2 em crianças é especialmente preocupante. 


ll. DIABETES TIPO 1 





Diabetes tipo 1 constitui < 10% dos cerca de 21 milhões de casos conhe- 
cidos de diabetes nos Estados Unidos. A doença é caracterizada por defi- 
ciência absoluta de insulina, causada por ataque autoimune às células B do 
pâncreas. No diabetes tipo 1, as ilhotas de Langerhans tornam-se infiltradas 
com linfócitos T ativados, levando a uma condição denominada insulite. Ao 
longo de alguns anos, esse ataque autoimune leva à depleção gradual da 
população de células $ (Fig. 25.2). Contudo, os sintomas aparecem abrup- 
tamente quando 80 a 90% das células B foram destruídas. Nesse ponto, o 
pâncreas falha em responder adequadamente à ingestão de glicose, e a tera- 
pia com insulina é necessária para restaurar o controle metabólico e prevenir 
a cetoacidose grave. A destruição das células requer um estímulo ambien- 
tal (como uma infecção viral) e um determinante genético, o que provoca a 
identificação errônea das células B como “estranhas”. (Nota: entre gêmeos 
monozigóticos [idênticos], se um deles desenvolve diabetes melito tipo 1, o 
outro gêmeo tem somente 30 a 50% de chance de desenvolver a doença. 
Isso contrasta com o diabetes tipo 2 [ver pág. 341], no qual a influência ge- 
nética é mais forte e, praticamente em todos os casos envolvendo gêmeos 
monozigóticos, a doença se desenvolve em ambos os indivíduos.) 


A. Diagnóstico 


O início do diabetes tipo 1 ocorre geralmente durante a infância ou a pu- 
berdade, e os sintomas se desenvolvem rapidamente. Indivíduos com 
diabetes tipo 1 muitas vezes podem ser reconhecidos pelo aparecimen- 
to abrupto de poliúria (micção frequente), polidipsia (sede excessiva) e 
polifagia (fome excessiva), com frequência desencadeados por estresse 
psicológico, ou por uma infecção. Esses sintomas são, em geral, acompa- 
nhados por fadiga e perda de peso. O diagnóstico é confirmado por uma 
glicemia em jejum > 126 mg/dL (normal é 70 a 99). (Nota: o jejum é defini- 
do como a ausência de ingestão calórica por pelo menos oito horas.) Uma 
glicemia de jejum de 100 a 125 mg/dL é classificada como inadequada. 
Os indivíduos com glicemia de jejum inadequada são considerados pré- 
-diabéticos e estão em risco aumentado de desenvolver diabetes tipo 2. 
O diagnóstico também pode ser feito com base em um nível de glicose no 
sangue avaliado em um momento aleatório (não em jejum) > 200 mg/dL 
ou uma concentração de hemoglobina glicada (ver pág. 340) > 6,5 mg/dL 
(normal é < 5,7) em um indivíduo com sintomas de hiperglicemia. (Nota: 
o teste de tolerância à glicose oral, em que a glicemia é medida 2 horas 
após a ingestão de uma solução contendo 75 g de glicose, também é 
usado, mas é menos conveniente. É geralmente mais usado em mulheres 
grávidas para identificar diabetes gestacional [ver pág. 342].) 





Quando a glicemia é > 180 mg/dL, a capacidade dos transportadores de 
glicose dependentes de sódio (SGLT, do inglês sodium-dependent glu- 
cose cotransporter) renais para reter a glicose é prejudicada e a glicose 
é excretada na urina. A perda de glicose é acompanhada pela perda de 
água, resultando em poliúria (com desidratação) e polidipsia, caracterís- 
ticas do diabetes. 
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Figura 25.3 
Relações interteciduais no diabetes tipo 1. CAC = ciclo do ácido cítrico; CoA = coenzima A; VLDL = lipoproteínas 
de densidade muito baixa; GLUT = transportador de glicose. 


B. Alterações metabólicas 


As anormalidades metabólicas do diabetes tipo 1 resultam de uma de- 
ficiência de insulina que afeta profundamente o metabolismo em três 
tecidos: fígado, músculo esquelético e tecido adiposo branco (Fig. 25.3). 


cetônicos no sangue são as características do diabetes tipo 1 não 
tratado (ver Fig. 25.3). A hiperglicemia é causada pelo aumento na 
produção hepática de glicose via gliconeogênese, combinada com 
diminuição na sua utilização periférica (músculo e tecido adiposo 
têm o transportador de glicose dependente de insulina, GLUT-4; ver 
pág. 97). A cetonemia resulta de uma maior mobilização de ácidos 
graxos a partir de triacilglicerol (TAG) no tecido adiposo branco, 
combinada com B-oxidação de ácidos graxos acelerada no fígado 
e aumento da síntese de 3-hidroxibutirato e acetoacetato (corpos 
cetônicos; ver pág. 196). (Nota: a acetil-coenzima A proveniente da 
B-oxidação é substrato para a cetogênese e ativador alostérico da 
piruvato-carboxilase, uma enzima gliconeogênica.) A cetoacidose 
diabética, um tipo de acidose metabólica causada por um desequi- 
líbrio entre a produção e o uso de corpos cetônicos, ocorre em 25 
a 40% dos pacientes recém diagnosticados com diabetes tipo 1 e 
pode ocorrer se o paciente fica doente (mais comumente com uma 
infecção) ou não segue adequadamente a terapia. A cetoacidose 
diabética é tratada pela reposição de fluidos e eletrólitos e adminis- 
tração de insulina de ação rápida e de curta duração, para corrigir 
gradualmente a hiperglicemia sem causar hipoglicemia. 


1. Hiperglicemia e cetonemia. Níveis elevados de glicose e corpos tg 
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Figura 25.4 

Correlação entre glicemia média e 
porcentagem de hemoglobina A,. em 
pacientes com diabetes tipo 1 que 
recebem terapia de insulina intensiva 
ou padrão. (Nota: os indivíduos não 
diabéticos estão incluídos 

para comparação.) 
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Figura 25.5 

Efeito do controle rígido da glicose 
sobre episódios hipoglicêmicos 
em uma população de pacientes 
em terapia intensiva ou em terapia 
padrão. 


Hipertriacilglicerolemia. Nem todos os ácidos graxos que chegam 
ao fígado podem ser disponibilizados para a oxidação e posterior sín- 
tese de corpos cetônicos. O excesso de ácidos graxos é convertido 
em triacilgliceróis, que são empacotados e secretados em lipopro- 
teínas de densidade muito baixa ([VLDL, do inglês very-low-density 
lipoproteins] ver pág. 230). Os quilomicra ricos em TAG da dieta são 
secretados pelas células da mucosa intestinal após uma refeição (ver 
pág. 227). Como a degradação das lipoproteínas catalisada pela lipa- 
se lipoproteica (LPL) nos capilares do tecido adiposo (ver pág. 228) é 
baixa nos diabéticos (a síntese da enzima está diminuída quando os 
níveis de insulina estão baixos), os níveis plasmáticos de quilomicra e 
VLDL se elevam, resultando em hipertriacilglicerolemia (ver Fig. 25.3). 


. Tratamento 


Os indivíduos com diabetes tipo 1 dependem da insulina exógena, adminis- 
trada por via subcutânea por injeção periódica ou por infusão contínua as- 
sistida por bomba, para controlar a hiperglicemia e a cetonemia. São atual- 
mente utilizados dois tipos de regimes de injeção terapêutica, padrão e 
intensivo. (Nota: o uso da bomba também é considerado terapia intensiva.) 


t 


Tratamento padrão versus tratamento intensivo. O tratamento 
padrão consiste em duas ou três injeções diárias de insulina huma- 
na recombinante. Os níveis médios de glicose no sangue obtidos 
com este tratamento são normalmente 225 a 275 mg/dL, com um 
nível de hemoglobina glicada (HbA,.) (ver pág. 33) de 8 a 9% da 
hemoglobina total (seta azul na Fig. 25.4). (Nota: a taxa de forma- 
ção de HbA,. é proporcional à média da concentração de glicose 
sanguínea dos últimos três meses. Assim, a HbA, fornece uma me- 
dida de quanto o tratamento normalizou a glicemia ao longo des- 
se tempo em um paciente com diabetes.) Ao contrário da terapia 
padrão, o tratamento intensivo visa normalizar a glicose sanguínea 
de modo mais estrito por meio de um monitoramento mais frequen- 
te e de subsequentes injeções de insulina, geralmente quatro ou 
mais vezes ao dia. Podem ser alcançados níveis médios de glicose 
sanguínea de 150 mg/dL, com HbA, de cerca de 7% do total da 
hemoglobina (seta vermelha na Fig. 25.4). (Nota: a média normal de 
glicose sanguínea é de aproximadamente 100 mg/dL e a de HbA, é 
de < 6% [seta preta na Fig. 25.4].) Assim, a normalização dos níveis 
de glicose (euglicemia) não é alcançada mesmo em pacientes trata- 
dos intensivamente. Mesmo assim, pacientes sob terapia intensiva 
apresentaram redução de 50% ou mais nas complicações micro- 
vasculares a longo prazo do diabetes (como retinopatia, nefropa- 
tia e neuropatia) quando comparados com pacientes recebendo o 
tratamento padrão. Isso confirma que as complicações do diabetes 
estão relacionadas à elevação da glicose plasmática. 


Hipoglicemia. Um dos objetivos terapêuticos no diabetes é a dimi- 
nuição dos níveis de glicose sanguínea no sentido de minimizar o de- 
senvolvimento das complicações a longo prazo da doença (ver pág. 
345 para uma discussão sobre as complicações crônicas do diabetes). 
Entretanto, a dosagem adequada de insulina é difícil de alcançar. A 
hipoglicemia causada pelo excesso de insulina é a complicação mais 
comum dessa terapia, ocorrendo em > 90% dos pacientes. A frequên- 
cia de episódios hipoglicêmicos, crises convulsivas e coma é especial- 
mente elevada nos casos de tratamento intensivo, destinados a atin- 
gir um controle rígido da glicose sanguínea (Fig. 25.5). Em indivíduos 
normais, a hipoglicemia desencadeia secreção compensatória de hor- 
mônios contrarreguladores, especialmente glucagon e adrenalina, que 
promovem a produção hepática de glicose (ver pág. 315). Entretanto, 
os pacientes com diabetes tipo 1 desenvolvem, também, deficiência 
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na secreção do glucagon. Esse problema surge no começo da doença 
e está presente em quase todos os casos quatro anos após o diag- 
nóstico. Assim, esses pacientes dependem da secreção de adrenalina 
para prevenir uma hipoglicemia grave. Com a progressão da doença, 
no entanto, os pacientes com diabetes tipo 1 apresentam neuropatia 
diabética neurovegetativa e diminuição na secreção de adrenalina em 
resposta à hipoglicemia. A deficiência combinada da secreção de glu- 
cagon e de adrenalina cria uma condição assintomática algumas ve- 
zes denominada “hipoglicemia despercebida”. Desse modo, pacientes 
com diabetes tipo 1 por longo tempo são especialmente vulneráveis à 
hipoglicemia, a qual pode ser causada, também, por exercício inten- 
so. Como o exercício promove a captação de glicose pelo músculo e 
diminui a necessidade de insulina exógena, os pacientes são aconse- 
lhados a verificar os níveis de glicose no sangue antes ou depois do 
exercício intensivo para prevenir ou abortar a hipoglicemia. 


3. Contraindicações para o controle rígido. Crianças não são co- 
locadas no programa de controle rígido de glicose no sangue an- 
tes dos 8 anos de idade, pois os episódios de hipoglicemia podem 
prejudicar o desenvolvimento do encéfalo. Pessoas idosas normal- 
mente não seguem o controle rígido, pois a hipoglicemia pode cau- 
sar, nessa população, acidente vascular cerebral e ataque cardíaco. 
Além disso, o maior objetivo do controle rígido é prevenir complica- 
ções a longo prazo. O controle rígido é mais vantajoso para pessoas 
saudáveis (excluindo-se o diabetes), com expectativa de no mínimo 
mais dez anos de vida. (Nota: para a maioria dos adultos não ges- 
tantes com diabetes, as estratégias e os objetivos individuais do tra- 
tamento são baseados na duração do diabetes, idade/expectativa 
de vida e comorbidades conhecidas.) 


lll. DIABETES TIPO 2 





O diabetes tipo 2 é a forma mais comum dessa doença, afligindo > 90% da 
população diabética dos EUA. (Nota: americanos descendentes de índios, 
africanos, asiáticos, nativos do Alasca, hispânicos ou latino-americanos têm 
a maior prevalência.) Normalmente, o diabetes tipo 2 desenvolve-se gradual- 
mente sem sintomas óbvios. A doença é, com frequência, detectada por 
exames de triagem de rotina. Entretanto, muitos indivíduos com diabetes 
tipo 2 apresentam sintomas de poliúria e polidipsia de várias semanas de 
duração. A polifagia pode estar presente, mas é menos comum. Pacientes 
com diabetes tipo 2 têm uma combinação de resistência à insulina e células 
B disfuncionais (Fig. 25.6), mas não requerem insulina para manter a vida. 
No entanto, em > 90% desses pacientes, a insulina será, no final, necessária 
para controlar a hiperglicemia e manter a HbA,. < 7%. As alterações meta- 
bólicas observadas no diabetes tipo 2 são mais amenas do que as descritas 
para o tipo 1, em parte porque a secreção de insulina no diabetes tipo 2, 
embora inadequada, impede a cetogênese e restringe o desenvolvimento 
de cetoacidose diabética. (Nota: a insulina suprime a liberação de glucagon 
[ver pág. 314].) O diagnóstico é baseado na presença de hiperglicemia, como 
descrito acima. A patogênese não envolve vírus ou anticorpos autoimunes 
e não é completamente compreendida. (Nota: uma complicação aguda do 
tipo 2 na velhice é um estado hiperglicêmico hiperosmolar caracterizado por 
hiperglicemia e desidratação graves, além de estado mental alterado.) 





O diabetes tipo 2 é caracterizado por hiperglicemia, resistência à in- 
sulina, secreção de insulina prejudicada e, finalmente, insuficiência da 
célula B. A eventual necessidade de terapia com insulina eliminou a de- 
signação de diabetes tipo 2 como diabetes não dependente de insulina. 
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Figura 25.6 

Principais fatores que contribuem 
para a hiperglicemia observada no 
diabetes tipo 2. GLUT = transportador 
de glicose. 
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A. Resistência à insulina 


A resistência à insulina é a diminuição na capacidade dos tecidos-alvo, 
como o fígado, tecido adiposo branco e músculo esquelético, de res- 
ponder adequadamente às concentrações circulantes normais (ou eleva- 
das) de insulina. Por exemplo, a resistência à insulina é caracterizada por 
aumento da produção de glicose hepática, diminuição da captação de 
glicose pelos tecidos muscular e adiposo e aumento da lipólise no tecido 
adiposo, com produção de ácidos graxos livres. 


1. 


Resistência à insulina e obesidade. Embora a obesidade seja a 
causa mais comum de resistência à insulina e aumente o risco de 
diabetes tipo 2, a maioria das pessoas obesas e resistentes à insuli- 
na não se torna diabética. Na ausência de um defeito na função das 
células B, indivíduos obesos podem compensar a resistência à in- 
sulina com níveis elevados desse hormônio. A Figura 25.7A mostra 
que a secreção de insulina é duas a três vezes maior em indivíduos 
obesos do que em indivíduos magros. Essa maior concentração de 
insulina compensa o seu efeito diminuído (como resultado da re- 
sistência à insulina) e leva a níveis de glicose sanguínea similares 
àqueles observados em indivíduos magros (Fig. 25.7B). 


Resistência à insulina e diabetes tipo 2. Somente a resistência 
à insulina não levará ao diabetes tipo 2. Em vez disso, o diabetes 
tipo 2 se desenvolve em indivíduos resistentes à insulina que tam- 
bém apresentam diminuição na função das células B. A resistência 
à insulina com o risco subsequente de desenvolvimento do diabetes 
tipo 2 é comumente observada em indivíduos obesos, sedentários 
ou idosos e em 3 a 5% de mulheres grávidas, que desenvolvem 
diabetes gestacional. Esses pacientes são incapazes de compensar 
adequadamente a resistência à insulina com a liberação aumentada 
de insulina. A Figura 25.8 mostra o curso temporal para o desenvol- 
vimento de hiperglicemia e a perda de células funcionais. 


Causas da resistência à insulina. A resistência à insulina aumen- 
ta com o aumento de peso e diminui com a perda de peso. O exces- 
so de tecido adiposo (particularmente no abdome) é fundamental no 
desenvolvimento da resistência à insulina. O tecido adiposo não é 
simplesmente um tecido de armazenamento de energia, mas tam- 
bém um tecido secretor. Com a obesidade, há mudanças nas se- 
creções adiposas que resultam em resistência à insulina (Fig. 25.9). 
Essas incluem a secreção de citocinas pró-inflamatórias, como a 
interleucina 6 e o fator de necrose tumoral-a pelos macrófagos ati- 
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Figura 25.7 


Níveis séricos de insulina (A) e de glicose (B) em indivíduos de peso normal e obesos. 
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Indivíduos obesos Pacientes diagnosticados com 
desenvolvem resistência à diabetes tipo 2 inicialmente mostram 


insulina, a qual pode preceder resistência à insulina com 
o desenvolvimento do 
diabetes em 10 ou mais anos. 


Secreção de insulina 
(porcentagem do normal) 


Figura 25.8 


Ocorre, subsequentemente, 

ED cistunção das céluias p, marcada 
por declínio da secreção de 
insulina e uma piora na 
hiperglicemia. 





Progressão dos níveis sanguíneos de glicose e de insulina em pacientes com diabetes tipo 2. 


vados (a inflamação está associada à resistência à insulina); aumen- 
to da síntese da leptina, uma proteína com efeitos pró-inflamatórios 
(ver pág. 353 para efeitos adicionais da leptina); e diminuição da 
secreção da adiponectina (ver pág. 350), uma proteína com efeitos 
anti-inflamatórios. O resultado líquido é inflamação crônica e de bai- 
xo grau. Um efeito da resistência à insulina é o aumento da lipólise e 
a produção de ácidos graxos livres (ver Fig. 25.9). A disponibilidade 
de ácidos graxos livres diminui o uso de glicose, contribuindo para 
a hiperglicemia, e aumenta a deposição ectópica de TAG no fígado 
(esteatose hepática). (Nota: a esteatose resulta em doença hepáti- 
ca gordurosa não alcoólica. Se acompanhada de inflamação, pode 
ocorrer uma condição mais grave, a esteato-hepatite não alcoólica.) 
Os ácidos graxos livres também têm um efeito pró-inflamatório. A 
longo prazo, os ácidos graxos livres prejudicam a sinalização da 
insulina. (Nota: a adiponectina aumenta a B-oxidação dos ácidos 
graxos [ver pág. 349]. Consequentemente, uma diminuição dessa 
proteína dos adipócitos contribui para a disponibilidade de ácidos 
graxos livres.) 


B. Células B disfuncionais 


No diabetes tipo 2, a capacidade das células B do pâncreas é inicialmen- 
te mantida, resultando em níveis de insulina que variam desde acima até 
abaixo do normal. Entretanto, com o decorrer do tempo, as células p 
tornam-se progressivamente disfuncionais, sendo incapazes de secre- 
tar insulina suficiente para corrigir a hiperglicemia preponderante. Por 
exemplo, os níveis de insulina estão elevados em pacientes típicos, obe- 
sos com diabetes tipo 2, mas não tão elevados quanto em indivíduos 
com obesidade similar que não têm diabetes. Assim, a progressão natu- 
ral da doença resulta no declínio da capacidade de controlar a hipergli- 











Figura 25.9 

Obesidade, resistência à insulina e 
hiperglicemia. (Nota: a inflamação 
também está associada à resistência 
à insulina.) 
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nefropatia) 


a 


COMPLICAÇÕES MACROVASCULARES (doença cardiovascular, 
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Figura 25.10 


Progressão típica do diabetes tipo 2. 


cemia com a secreção endógena de insulina (Fig. 25.10). A deterioração 
da função das células 8 pode ser acelerada pelos efeitos tóxicos da hi- 
perglicemia persistente e pelo aumento dos ácidos graxos livres e um 
ambiente pró-inflamatório. 


. Alterações metabólicas 


As anormalidades do metabolismo da glicose e de TAG no diabetes tipo 
2 são o resultado da resistência à insulina expressada principalmente no 
fígado, músculo esquelético e tecido adiposo branco (Fig. 25.11). 


1. Hiperglicemia. A hiperglicemia é causada pelo aumento da pro- 
dução hepática de glicose, combinada com a diminuição da utiliza- 
ção de glicose pelos tecidos muscular e adiposo. Em geral, a ceto- 
nemia é mínima ou ausente em pacientes com diabetes tipo 2, pois 
a insulina, mesmo na presença de resistência à insulina, diminui a 
cetogênese hepática. 


2. Dislipidemia. No fígado, os ácidos graxos são convertidos em 
triacilgliceróis, que são empacotados e secretados como VLDL. 
Os quilomicra ricos em TAG da dieta são sintetizados e secretados 
pelas células da mucosa intestinal após uma refeição. Como a de- 
gradação dos TAGs das lipoproteínas, catalisada pela lipase lipo- 
proteica (LPL) no tecido adiposo, é baixa nos diabéticos, os níveis 
plasmáticos de quilomicra e de VLDL estão elevados, resultando em 
hipertriacilglicerolemia (ver Fig. 25.10). Baixos níveis de lipoproteí- 
nas de densidade alta também estão associados ao diabetes tipo 2, 
provavelmente como resultado do aumento da degradação. 


- Tratamento 


O objetivo do tratamento do diabetes tipo 2 é manter as concentrações 
sanguíneas de glicose dentro de limites normais e prevenir o desenvol- 
vimento de complicações a longo prazo. Redução de peso, exercício 
e terapia nutricional médica (modificações na dieta) frequentemente 
corrigem a hiperglicemia do diabetes tipo 2 recém diagnosticado. Os 
agentes hipoglicemiantes orais, como a metformina (diminui a gliconeo- 
gênese hepática), sulfonilureias (aumentam a secreção de insulina; ver 
pág. 310), tiazolidinedionas (diminuem os níveis de ácidos graxos livres 
e aumentam a sensibilidade periférica à insulina), inibidores da a-glico- 
sidase (diminuem a absorção de carboidratos da dieta) e os inibidores 
do cotransportador de glicose dependente de sódio ([SGLT, do inglês 
sodium-dependent glucose cotransporter] diminuem a reabsorção renal 
de glicose) ou terapia de insulina subcutânea podem ser necessários 
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Figura 25.11 
Relações interteciduais no diabetes tipo 2. (Nota: a cetogênese é restrita, desde que a ação da insulina seja 
adequada.) CAC = ciclo do ácido cítrico; CoA = coenzima A; VLDL = lipoproteínas de densidade muito baixa. 

















para atingir níveis de glicose plasmática satisfatórios. (Nota: a cirurgia 
bariátrica em indivíduos com obesidade mórbida e diabetes tipo 2 de- 
monstrou uma remissão da doença na maioria dos pacientes. A remis- 
são pode não ser permanente.) 


IV. EFEITOS CRÔNICOS E PREVENÇÃO 





Como observado anteriormente, as terapias disponíveis restringem a hiper- 
glicemia do diabetes, mas não são capazes de normalizar completamente o 
metabolismo. A elevação da glicemia a longo prazo está associada às com- 
plicações vasculares crônicas do diabetes, incluindo doença cardiovascular 
(DCV) e acidente vascular encefálico (complicações macrovasculares), bem 
como retinopatia, nefropatia e neuropatia (complicações microvasculares). 
O tratamento intensivo com insulina (ver pág. 340) atrasa o início e retarda 
a progressão de algumas complicações a longo prazo. Por exemplo, a in- 
cidência de retinopatia diminui com o melhor controle da glicemia e a dimi- 
nuição dos níveis de HbA, (Fig. 25.12). (Nota: os dados relativos ao efeito 
do controle rigoroso sobre as DCV no diabetes tipo 2 são menos claros.) 
Os benefícios do controle rígido da glicemia superam os riscos aumentados 
de hipoglicemia grave na maioria dos pacientes. Ainda não está esclareci- 
do como a hiperglicemia causa as complicações crônicas do diabetes. Em 
células em que a captação de glicose não é dependente de insulina, níveis 
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elevados de glicose sanguínea levam ao aumento da glicose intracelular e de 
seus metabólitos. Por exemplo, o aumento intracelular de sorbitol contribui 
para a formação da catarata (ver pág. 140) no diabetes. Além disso, a hiper- 
glicemia promove a glicação de proteínas celulares em uma reação análoga 
à formação de HbA,.. Essas proteínas glicadas sofrem reações adicionais e 
tornam-se produtos finais de glicação avançada (AGE, do inglês advanced 
glycation end products) que medeiam algumas das mudanças microvascu- 
lares iniciais do diabetes e podem reduzir a cicatrização de feridas. Algumas 
AGEs se ligam a um receptor de membrana (RAGE), causando a liberação de 
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Figura 25.13 

Efeito do índice de massa corporal e 
do exercício sobre o desenvolvimento 
do diabetes tipo 2. 





O diabetes melito é um grupo heterogêneo de síndromes caracterizadas pela 
elevação da glicemia no jejum, que é causada por deficiência relativa ou ab- 
soluta de insulina (Fig. 25.14). O diabetes é a causa principal de amputação e 
de cegueira em adultos e uma causa importante de insuficiência renal, dano 
neural, ataque cardíaco e acidente vascular cerebral. O diabetes pode ser 
classificado em dois grupos, tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1 representa cerca 
de 10% dos mais de 29 milhões de casos de diabetes nos Estados Unidos. A 
doença é caracterizada por uma deficiência absoluta de insulina causada por 
um ataque autoimune nas células  pancreáticas. Esta destruição requer um 
estímulo ambiental (como uma infecção viral) e um determinante genético, 
o que provoca a identificação da célula 8 como “estranha”. As anormalidades 
metabólicas do diabetes tipo 1 incluem hiperglicemia, cetoacidose diabé- 
tica e hipertriacilglicerolemia, que resultam de uma deficiência de insulina. 
Aqueles com diabetes tipo 1 dependem da insulina exógena administrada por 
via subcutânea para controle da hiperglicemia e da cetoacidose. O diabetes 
tipo 2 possui um forte componente genético. É resultante de uma combinação 
de resistência à insulina e células B disfuncionais. A resistência à insulina 
é a diminuição na capacidade dos tecidos-alvo, como fígado, tecido adiposo 
branco e músculo, de responder adequadamente às concentrações circulan- 
tes normais (ou elevadas) de insulina. Obesidade é a causa mais comum de 
resistência à insulina. Contudo, a maioria das pessoas obesas e resistentes à 
insulina não desenvolvem diabetes. Na ausência de um defeito na função das 
células B, indivíduos obesos sem diabetes podem compensar a resistência à 
insulina com níveis elevados desse hormônio. Somente a resistência à insulina 
não levará ao diabetes tipo 2. Em vez disso, o diabetes tipo 2 se desenvolve em 
indivíduos resistentes à insulina que também apresentam diminuição na função 
das células p. As alterações metabólicas agudas observadas no diabetes tipo 
2 são mais leves do que as descritas para a forma dependente de insulina da 
doença, em parte porque a secreção de insulina no tipo 2, embora inadequada, 
restringe a cetogênese e diminui o desenvolvimento de cetoacidose diabética. 
Os tratamentos disponíveis para o diabetes moderam a hiperglicemia, mas fa- 
lham em normalizar completamente o metabolismo. A elevação da glicemia a 
longo prazo está associada às complicações crônicas do diabetes, incluindo 
doença cardiovascular e acidente vascular encefálico (complicações ma- 
crovasculares), bem como retinopatia, nefropatia e neuropatia (complica- 
ções microvasculares). 
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Figura 25.14 
Mapa de conceitos-chaves para o diabetes. (Nota: os dados são de 2014.) GLUT = transportador de glicose. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


25.1 


Glicose plasmática (mg/dL) 





(EE A 


Três pacientes sendo avaliadas para diabetes gestacional 
realizam um teste de tolerância oral à glicose. Com base 
nos dados abaixo, qual paciente é pré-diabética? 
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Paciente 1. 
Paciente 2. 
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pomp 


A diminuição relativa ou absoluta de insulina em huma- 
nos resultaria em qual das seguintes reações no figado? 


A. Diminuição da atividade da lipase sensível a hormô- 
nios. 

Diminuição da gliconeogênese a partir do lactato. 
Diminuição da glicogenólise. 

Aumento da formação de 3-hidroxibutirato. 
Aumento da glicogênese. 

Qual das seguintes alternativas é característica do diabe- 
tes não tratado, independentemente do tipo? 


moom 


Hiperglicemia. 

Cetoacidose. 

Baixos níveis de hemoglobina A,- 
Níveis normais de peptídeo C. 
Obesidade. 

Padrão de herança simples. 


Um indivíduo obeso com diabetes tipo 2, geralmente: 


mmDOm > 


A. Se beneficia ao receber insulina cerca de 6 horas 
após uma refeição. 

B. Apresenta um nível plasmático de glucagon menor 
que um indivíduo normal. 

C. Apresenta um nível plasmático menor de insulina do 
que um indivíduo normal no início do processo da 
doença. 

D. Apresenta melhora na tolerância à glicose se o peso 
corporal é reduzido. 

E. Mostra um início súbito dos sintomas. 


Resposta correta = B. A paciente número 2 tem uma glicemia de 
jejum normal, mas uma tolerância à glicose prejudicada, como refle- 
tida em sua glicemia em 2 horas e, portanto, é descrita como pré- 
-diabética. A paciente número 1 tem glicemia em jejum e tolerância à 
glicose normais, enquanto a paciente número 3 tem diabetes. 


Resposta correta = D. Baixos níveis de insulina favorecem a produ- 
ção hepática de corpos cetônicos, usando acetil-coenzima A gerada 
pela B-oxidação dos ácidos graxos fornecidos pela lipase sensível a 
hormônio no tecido adiposo (não no fígado). Níveis baixos de insu- 
lina também causam ativação da lipase sensível a hormônio, dimi- 
nuição na síntese de glicogênio e aumento na gliconeogênese e na 
glicogenólise. 


Resposta correta = A. Níveis elevados de glicose sanguínea ocorrem 
no diabetes tipo 1, como resultado da falta de insulina. No diabetes 
tipo 2, a hiperglicemia é devida a um defeito na função das células ve 
à resistência à insulina. A hiperglicemia resulta em níveis elevados de 
hemoglobina A,.. A cetoacidose é rara no diabetes tipo 2, enquanto 
a obesidade é rara no diabetes tipo 1. O peptídeo C (de conexão) é 
uma medida da síntese de insulina. Estaria praticamente ausente no 
diabetes tipo 1 e inicialmente aumentado, em seguida, diminuído no 
diabetes tipo 2. Ambas as formas da doença apresentam genética 
complexa. 


Resposta correta = D. Muitos indivíduos com diabetes tipo 2 são 
obesos e quase todos mostram alguma melhora na glicemia com 
a redução de peso. Os sintomas geralmente desenvolvem-se gra- 
dualmente. Esses pacientes têm níveis de insulina elevados e muitas 
vezes não necessitam de insulina (certamente não seis horas após 
uma refeição) até a fase tardia da doença. Com frequência, os níveis 
de glucagon são normais. 





Obesidade 


I. VISÃO GERAL 





A obesidade é um distúrbio dos sistemas reguladores do peso corporal e ca- 
racteriza-se por armazenamento de excesso de gordura corporal. Nas socie- 
dades primitivas, a vida diária necessitava de um alto grau de atividade física, e 
o alimento estava disponível apenas de forma intermitente; por isso, uma ten- 
dência genética favorecendo o armazenamento do excesso de calorias como 
gordura era uma questão de sobrevivência. Hoje, no entanto, o estilo de vida 
sedentário e a abundante e ampla variedade de alimento palatável a custos 
baixos nas sociedades industrializadas têm, sem dúvida, contribuído para uma 
epidemia de obesidade. À medida que a obesidade aumenta, também aumenta 
o risco de desenvolvimento de doenças associadas, como o diabetes tipo 2, 
as doenças cardiovasculares, a hipertensão, o câncer e a artrite. Especialmente 
alarmante é a explosão de obesidade em crianças e adolescentes, cuja preva- 
lência triplicou nas últimas quatro décadas. (Nota: aproximadamente 17% dos 
indivíduos entre 2 e 19 anos são obesos.) Nos Estados Unidos, o risco de um 
indivíduo apresentar sobrepeso ao longo da vida é de aproximadamente 50%, 
ao passo que o risco para obesidade é de cerca de 25%. De fato, a obesidade 
tem aumentado no mundo todo e, de acordo com algumas estimativas, há no 
mundo mais indivíduos obesos do que subnutridos. 


IH. VERIFICAÇÕES 





A quantidade de gordura corporal é difícil de ser medida diretamente. Em geral, 
é determinada por meio de uma medida indireta — o índice de massa corporal 
(IMC), que demonstrou estar correlacionado com a quantidade de gordura cor- 
poral na maior parte dos indivíduos. (Nota: exceções notáveis são os atletas, 
que têm grande quantidade de massa muscular magra.) A medida da cintura, 
utilizando uma fita métrica, também pode ser útil em varreduras de populações 
para detecção de obesidade, pois essa medida reflete a quantidade de gordura 
na área abdominal central do corpo. A presença de excesso de gordura central 
está associada a risco aumentado para morbidade e mortalidade, independen- 
temente do IMC. (Nota: uma circunferência da cintura > 102 cm (para homens) 
ou > 89 cm (para mulheres) é considerada um fator de risco.) 


A. Índice de massa corporal 


O IMC (definido como peso em kg/[altura em metros)”) fornece uma 
medida do peso relativo, ajustado à altura. Isso permite comparações 
tanto dentro de populações quanto entre populações. Um valor de IMC 
saudável situa-se entre 18,5 e 24,9. Indivíduos com IMC entre 25 e 29,9 
são considerados com sobrepeso; aqueles com IMC igual ou superior 
a 30 são definidos como obesos e aqueles com IMC acima de 40 são 
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Figura 26.1 

Para utilizar o gráfico do índice de 
massa corporal (IMC), encontre 

sua altura na coluna à esquerda. 
Acompanhe a linha até encontrar 
seu peso. Sua altura e seu peso 
fazem uma intersecção em seu IMC. 
(Nota: para calcular IMC usando 
libras e polegadas, use IMC = peso 
em libras/[altura em polegadas]? x 
703. Qualquer indivíduo > 100 libras 
acima do peso é considerado obeso 
mórbido.) 
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considerados gravemente (morbidamente) obesos (Fig. 26.1). Esses li- 
mites são baseados em estudos que examinaram a relação entre IMC e 
morte prematura e são similares entre homens e mulheres. Quase dois 
terços dos norte-americanos adultos apresentam sobrepeso e mais de 
um terço já apresenta obesidade. Crianças com IMC acima do percentil 
95 para a idade são consideradas obesas. 


Diferenças anatômicas na deposição da gordura 


A distribuição anatômica da gordura corporal apresenta grande influência 
nos riscos associados à saúde. Uma razão cintura:quadril > 0,8 para mu- 
lheres e > 1,0 para homens é denominada obesidade androide, em “forma 
de maçã”, ou na região da cintura e está associada a uma maior deposi- 
ção de gordura no tronco (Fig. 26.24). Em contrapartida, uma menor ra- 
zão cintura:quadril reflete preponderância de gordura distribuída ao redor 
do quadril ou da região das coxas e é denominada obesidade ginecoide, 
em “forma de pera”, ou na região do quadril. É definida por uma razão 
cintura:quadril < 0,8 para mulheres e < 1,0 para homens. O formato de 
pera, mais comumente encontrado em mulheres, apresenta um risco bem 
menor de doença metabólica e alguns estudos indicam que possa até 
mesmo ser protetor para a saúde. Assim, o médico pode utilizar índices 
simples de formato corporal para identificar indivíduos que possam apre- 
sentar maior risco para doenças metabólicas associadas à obesidade. 













Cerca de 80 a 90% da gordura no corpo humano está armazenada em 
depósitos subcutâneos nas regiões abdominais (cintura) e gluteofemo- 
rais (quadril e coxas). Os 10 a 20% restantes encontram-se em depósi- 
tos viscerais localizados em regiões profundas dentro da cavidade ab- 
dominal (Fig. 26.2B). Excesso de gordura nos depósitos viscerais e de 
gordura abdominal subcutânea aumenta os riscos à saúde associados 
à obesidade. 











Figura 26.2 

A. Indivíduos com maior quantidade 
de gordura abdominal (formato de 
maçã, à esquerda) apresentam maior 
risco à saúde que indivíduos com 
gordura na região do quadril (formato 
de pera, à direita). B. A gordura 
visceral está localizada dentro da 
cavidade abdominal, empacotada 
entre os órgãos internos; a gordura 
subcutânea é encontrada logo abaixo 
da pele. 





Diferenças bioquímicas nos depósitos localizados de gordura 


Os tipos localizados de gordura descritos acima são bioquimicamente di- 
ferentes. Especialmente em mulheres, as células adiposas subcutâneas 
da região gluteofemoral são maiores, mais eficientes para armazenar 
gordura (triacilglicerol [TAG]) e tendem a mobilizar ácidos graxos (AG) 
mais lentamente que os adipócitos subcutâneos abdominais. Adipóci- 
tos viscerais são mais ativos metabolicamente. Ambos os depósitos, 
subcutâneo abdominal e visceral, apresentam altas taxas de lipólise em 
indivíduos obesos e contribuem para aumentar a disponibilidade de áci- 
dos graxos livres (AGL). Essas diferenças metabólicas podem contribuir 
para o maior risco observado em indivíduos com maior adiposidade ab- 
dominal. (Nota: AGL prejudicam a sinalização pela insulina e são pró- 
-inflamatórios [ver pág. 343].) 


1. Função endócrina. Agora, sabe-se que o tecido adiposo bran- 
co, que há certo tempo era considerado um reservatório passivo de 
TAG, tem uma participação ativa nos sistemas reguladores do peso 
corporal. Por exemplo, o adipócito é uma célula endócrina que se- 
creta diversos reguladores peptídicos (adipocinas), como os hormô- 
nios leptina e adiponectina. A leptina regula o apetite, assim como o 
metabolismo (ver pág. 352). A adiponectina reduz os níveis de AGL 
no sangue (aumentando a oxidação de AG nas células musculares) e 
tem sido associada com a melhora no perfil lipídico, com o aumento 
da sensibilidade à insulina, resultando em melhor controle glicêmico, 
e com a redução da inflamação em pacientes com diabetes. (Nota: 


Bioquímica Ilustrada 351 





os níveis de adiponectina diminuem na medida em que aumenta o 
peso corporal, ao passo que os níveis de leptina aumentam.) 


2. Importância da circulação porta. Com a obesidade, o tecido 
adiposo apresenta aumento na liberação de AGL e de secreção de 
citocinas pró-inflamatórias, como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de 
necrose tumoral-a (TNF-a:). (Nota: citocinas são pequenas protei- 
nas que regulam o sistema imunitário.) Uma hipótese para explicar o 
fato de os depósitos abdominais de gordura exercerem uma grande 
influência sobre desequilíbrios metabólicos relacionados à obesi- 
dade é que AGL e citocinas liberados desses depósitos entram na 
veia porta e, assim, têm acesso direto ao fígado. No fígado, eles 
podem levar a uma resistência à insulina (ver pág. 343) e aumen- 
tar a síntese hepática de TAG, que são exportados do fígado como 
componentes das lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL, 
do inglês very-low-density lipoproteins) e contribuem para a hiper- 
triacilglicerolemia associada com a obesidade. Em contrapartida, os 
AGL originários de depósitos subcutâneos de gordura nas coxas ou 
no quadril entram na circulação geral, de modo que podem ser oxi- 
dados pelo músculo, alcançando o fígado em menor concentração. 


D. Tamanho e número dos adipócitos 


Quando os triacilgliceróis são depositados nos adipócitos, estas célu- 
las podem expandir para um tamanho duas a três vezes maior que o 
inicial (Fig. 26.3). A capacidade de expansão de uma célula adiposa, no 
entanto, é limitada. Em uma situação de superalimentação prolongada, 
pré-adipócitos presentes no tecido adiposo são estimulados a prolife- 
rar e diferenciar em células adiposas maduras, aumentando o número 
de adipócitos. Assim, a maioria dos casos de obesidade deve-se a uma 
combinação de aumento no tamanho das células adiposas (hipertrofia) 
e do seu número (hiperplasia). Indivíduos obesos podem ter até cinco 
vezes o número normal de células adiposas. (Nota: como outros tecidos, 
o tecido adiposo sofre contínua remodelação. Ao contrário do dogma em 
que se acreditava anteriormente, sabe-se agora que os adipócitos po- 
dem morrer. A média de vida estimada para um adipócito é de 10 anos.) 
Se o excesso de calorias não pode ser acomodado no tecido adiposo, 
o excesso de AG “vaza” para outros tecidos, como músculo e fígado. 
A quantidade dessa “gordura ectópica” está fortemente associada à re- 
sistência à insulina. Quando um indivíduo obeso perde peso, o tamanho 
dos adipócitos é reduzido, mas seu número geralmente não é afetado. 
Assim, uma quantidade normal de gordura corporal será conseguida pela 
redução do tamanho dos adipócitos, que serão menores que o normal. 
Adipócitos pequenos, contudo, são muito eficientes para acumular no- 
vamente gordura, e isso pode estimular o apetite e novo ganho de peso. 


Ill. REGULAÇÃO DO PESO CORPORAL 





O peso corporal da maioria dos indivíduos tende a ser relativamente estável ao 
longo do tempo. Essa observação levou à teoria de que cada indivíduo tem um 
“ponto fixo”, biologicamente predeterminado, para seu peso corporal. O corpo 
tenta adicionar gordura em suas reservas quando seu peso cai abaixo desse 
ponto fixo e tenta perder peso quando o peso corporal está acima desse ponto 
fixo. Desse modo, o corpo defende seu ponto fixo de peso. Por exemplo, com 
a perda de peso, o apetite aumenta e o gasto de energia diminui, ao passo que 
uma ingestão maior de alimento leva à diminuição no apetite e a um leve aumen- 
to no gasto energético (Fig. 26.4). Um modelo de ponto fixo estrito, no entanto, 
não explica por que alguns indivíduos falham em voltar ao peso inicial após um 
período de maior ingestão, nem a razão da atual epidemia de obesidade. 








Pequenos ganhos ou perdas de peso, em 
uma pessoa não obesa, afetam 
principalmente o tamanho, mas não o 
número, de adipócitos. 
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Figura 26.3 

Alterações hipertróficas (aumento do 
tamanho) e hiperplásticas (aumento 
do número) dos adipócitos, as quais 
acredita-se ocorrerem na obesidade 
grave. 














Período sem 
restrições ao 
consumo de alimento 


Peso inicial 





O peso corporal retorna ao ponto inicial, 
tanto após indução experimental de 

aumento na ingestão quanto de diminuição 
na ingestão. 
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indução de Período sem 


Peso inicial 











Figura 26.4 

Alterações de peso após episódios 
de aumento induzido da ingestão ou 
de restrição alimentar, seguindo-se 
períodos de livre acesso ao alimento. 
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Figura 26.5 

Gêmeos idênticos, com um peso 
combinado de 590 kg. Observe a 
similaridade no formato do corpo. 





Figura 26.6 

A. Paciente com deficiência de 
leptina com 5 anos de idade, antes 
do início da terapia. B. Paciente com 
9 anos de idade, após 48 meses de 
terapia com injeção subcutânea 

de leptina recombinante. 


A. Contribuições genéticas 


Atualmente, é evidente que mecanismos genéticos desempenham papel 
importante na determinação do peso corporal. 


1. Origens biológicas. A importância da genética como determinan- 
te da obesidade é indicada pela observação de que crianças adota- 
das frequentemente apresentam peso corporal que se correlaciona 
com seus pais biológicos e não com os pais adotivos. Além disso, 
gêmeos idênticos têm IMC muito semelhante (Fig. 26.5), sejam cria- 
dos juntos ou separados, e seus IMC são mais semelhantes entre si 
do que aqueles de gêmeos dizigóticos não idênticos. 


2. Mutações. Mutações raras em um único gene podem causar obe- 
sidade em humanos. Por exemplo, mutações no gene do hormônio 
leptina (causando diminuição em sua produção) ou em seu receptor 
(diminuindo sua função) produzem hiperfagia (aumento do apetite 
e do consumo de alimento) e marcante obesidade (Fig. 26.6), enfa- 
tizando a importância do sistema da leptina na regulação do peso 
corporal humano (ver item IV, abaixo). (Nota: a maioria dos humanos 
obesos apresenta níveis elevados de leptina, mas parece ser resis- 
tente aos efeitos reguladores desse hormônio sobre o apetite.) 


B. Contribuições ambientais e comportamentais 


A epidemia de obesidade que está ocorrendo ao longo das últimas déca- 
das não pode ser explicada simplesmente por alterações em fatores gené- 
ticos, que são estáveis em uma escala de tempo tão curta. É evidente que 
fatores ambientais, como a fácil disponibilidade de alimentos saborosos 
e ricos em energia, desempenham um papel importante no aumento da 
prevalência de obesidade. Além disso, estilos sedentários de vida levam 
à redução da atividade física, aumentando a tendência de ganho de peso. 
Os comportamentos alimentares, como tamanho das porções, variedade 
de alimentos consumidos, preferências alimentares individuais e o número 
de pessoas com quem o indivíduo faz as refeições também influenciam o 
consumo de alimento. É importante observar, no entanto, que muitos indi- 
víduos nesse mesmo ambiente não se tornam obesos. A suscetibilidade 
à obesidade parece ser explicada, ao menos em parte, por uma interação 
entre os genes do indivíduo e seu ambiente, e pode ser influenciada por fa- 
tores adicionais, como a subnutrição ou a supernutrição maternas, que po- 
dem “ajustar” os sistemas reguladores do organismo para manter um nível 
maior ou menor de gordura corporal. Assim, mudanças epigenéticas (ver 
pág. 476) provavelmente influenciam o risco para desenvolver obesidade. 


IV. INFLUÊNCIAS MOLECULARES 





A causa da obesidade pode ser resumida em uma afirmativa de simplicida- 
de enganadora, da aplicação da primeira lei da termodinâmica: a obesidade 
resulta de uma ingestão de energia (calorias) que supera o gasto energético. 
No entanto, o mecanismo subjacente a esse desequilíbrio envolve interações 
complexas de fatores bioquímicos, neurológicos, ambientais e psicológicos. 
As vias neurais e humorais básicas que regulam o apetite, o gasto energético 
e o peso corporal envolvem sistemas que regulam a ingestão de alimento a 
curto prazo (refeição a refeição) e sinais para a regulação a longo prazo (dia a 
dia, semana a semana, ano a ano) do peso corporal (Fig. 26.7). 


A. Sinais de regulação a longo prazo 


Os sinais de regulação a longo prazo refletem o estado dos depósitos 
de gordura (TAG). 
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1. Leptina. A leptina é um hormônio peptídico produzido pelo adipó- 
cito e secretado em proporção ao tamanho das reservas de gordura. 
Esse hormônio atua no encéfalo, regulando a ingestão de alimento 
e o gasto energético. Quando consumimos mais calorias do que 
precisamos, a gordura do organismo aumenta, assim como a pro- 
dução de leptina pelos adipócitos. O organismo se adapta, aumen- 
tando o gasto de energia (aumentando a atividade) e diminuindo o 
apetite (um efeito anorexigênico). Quando as reservas de gordura 
no organismo diminuem, ocorrem os efeitos opostos. Infelizmente, 
muitos indivíduos obesos são resistentes à leptina, e o sistema da 
leptina pode ser mais eficiente na prevenção da perda de peso do 
que na prevenção do ganho de peso. (Nota: os efeitos da leptina 
são mediados por sua ligação a receptores no núcleo arqueado do 
hipotálamo.) 


2. Insulina. Indivíduos obesos são também hiperinsulinêmicos. As- 
sim como a leptina, a insulina atua em neurônios hipotalâmicos, di- 
minuindo o apetite. (Ver Cap. 23 para uma descrição dos efeitos da 
insulina sobre o metabolismo.) (Nota: a obesidade está associada 
com resistência à insulina [ver pág. 342].) 


B. Sinais de regulação a curto prazo 


Sinais de regulação a curto prazo, produzidos no trato gastrintestinal 
(Gl), controlam a fome e a saciedade, afetando o tamanho e o número de 
refeições ao longo de um curso temporal de minutos a horas. Na ausên- 
cia de ingestão de alimento (período entre as refeições), o estômago pro- 
duz grelina, um hormônio orexigênico (estimulador do apetite), que induz 
fome. Na medida em que o alimento é consumido, hormônios do trato 
GI, incluindo a colecistocinina e o peptídeo YY, entre outros, induzem 
saciedade (um efeito anorexigênico) por meio de ações no esvaziamento 
gástrico e de sinais neurais ao hipotálamo, assim encerrando o consu- 
mo de alimento. No hipotálamo, neuropeptídeos, como o neuropepti- 
deo Y ([NPY] orexigênico) e o hormônio estimulador de a-melanócitos 
([&-MSH], anorexigênico), e neurotransmissores, como serotonina e do- 
pamina, são importantes reguladores da fome e da saciedade. Sinais de 
curto e de longo prazo interagem, na medida em que a leptina aumenta a 
secreção de a-MSH e diminui a secreção de NPY. Desse modo, existem 
muitas e complexas alças de regulação, que controlam o tamanho e o 
número de refeições em relação ao estado dos depósitos de gordura 
do organismo. (Nota: o «-MSH é produto da clivagem da pró-opiome- 
lanocortina e liga-se ao receptor de melanocortina-4 [MC4R]. Mutações 
com perda de função do MC4R estão associadas com início precoce de 
obesidade.) 


V. EFEITOS METABÓLICOS 





Os principais efeitos metabólicos da obesidade incluem dislipidemias, into- 
lerância à glicose e resistência à insulina, que se expressa principalmente no 
fígado, no músculo esquelético e no tecido adiposo. Essas anormalidades 
metabólicas são o reflexo de sinais moleculares oriundos da massa aumen- 
tada de adipócitos (ver Fig. 25.9, pág. 343, e Fig. 26.7). (Nota: cerca de 30% 
dos indivíduos obesos não apresentam essas anormalidades metabólicas.) 


A. Síndrome metabólica 


A obesidade abdominal está associada com um grupo de anormalidades 
metabólicas (hiperglicemia, resistência à insulina, hiperinsulinemia, disli- 
pidemia [níveis baixos de HDL e níveis elevados de TAG] e hipertensão), 
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Figura 26.7 

Alguns sinais que influenciam o 
apetite e a saciedade em estados 
de falta de alimento (A) e de 
superalimentação (B). 

CCK = colecistocinina, 

PYY = peptídeo YY. 
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Índice de massa corporal (IMC) e 
alterações nos lipídeos no sangue. 
HDL = lipoproteínas de densidade 
alta. 
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Figura 26.9 
Índice de massa corporal e risco 
relativo de mortalidade. 
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grupo este referido como síndrome metabólica (Fig. 26.8). Essa síndro- 
me é fator de risco para doenças cardiovasculares e diabetes tipo 2. A 
inflamação sistêmica de baixo grau que é observada com a obesidade 
contribui para a patogênese da resistência à insulina e do diabetes tipo 
2, além de ter um provável papel na síndrome metabólica. Na obesidade, 
os adipócitos liberam mediadores pró-inflamatórios, como IL-6 e TNF-a. 
Além disso, a adiponectina, que normalmente reduz a inflamação e au- 
menta a sensibilidade à insulina, apresenta níveis baixos. 


B. Doença hepática não alcoólica 


A obesidade está associada com deposição ectópica de TAG no fígado 
(esteatose hepática), o que resulta em aumento do risco para doença 
hepática gordurosa não alcoólica (ver pág. 343). 


VI. OBESIDADE E SAÚDE 





A obesidade correlaciona-se com risco aumentado de mortalidade (Fig. 26.9) 
e é fator de risco para diversas condições crônicas, incluindo diabetes tipo 
2, dislipidemias, hipertensão, doença cardiovascular, alguns tipos de câncer, 
cálculos biliares, artrite, gota, doenças do soalho pélvico (p. ex., incontinên- 
cia urinária), doença hepática gordurosa não alcoólica e apneia do sono. A 
relação entre a obesidade e as morbidades associadas é mais forte entre 
indivíduos com menos de 55 anos. Após a idade de 74 anos, não mais exis- 
te associação entre o IMC aumentado e a mortalidade. (Nota: a obesidade 
também apresenta consequências sociais [p. ex., estigmatização e discrimi- 
nação).) A perda de peso em indivíduos obesos leva à diminuição da pressão 
sanguínea, dos triacilgliceróis séricos e da glicemia, enquanto há aumento 
de HDL. 


VII. REDUÇÃO DO PESO CORPORAL 





A diminuição do peso corporal pode ajudar a reduzir as complicações da 
obesidade. Para conseguir uma redução de peso, o paciente obeso deve 
diminuir a ingestão calórica ou aumentar o gasto de energia; acredita-se, 
no entanto, que a redução da ingestão calórica contribua de maneira mais 
eficiente para a perda de peso. Geralmente, um plano para redução do peso 
combina alterações na dieta com aumento da atividade física e modifica- 
ções comportamentais, as quais podem incluir educação nutricional e pla- 
nejamento das refeições, registrando e monitorando a ingestão de alimento 
por meio de diários alimentares, com modificações de fatores que levem ao 
consumo excessivo e reaprendizado de dicas de saciedade. Uso de medi- 
cação ou cirurgia podem ser recomendados. Uma vez que o objetivo de se 
perder peso seja alcançado, a manutenção do peso corporal é um processo 
separado, que requer vigilância, pois a maioria dos pacientes volta a ganhar 
peso após terem cessado os esforços para perdê-lo. 


A. Restrição calórica 


A dieta é a abordagem mais comumente utilizada para o controle do 
peso. Uma vez que 1 kg de tecido adiposo corresponde a aproximada- 
mente 7.700 kcal, pode-se estimar o efeito que a restrição calórica terá 
na quantidade de tecido adiposo. A perda de peso nas dietas com restri- 
ção calórica é determinada principalmente pela ingestão calórica e não 
pela composição dos nutrientes. (Nota: por outro lado, aspectos relacio- 
nados à composição dos nutrientes podem afetar o controle glicêmico 
eo perfil lipídico no sangue.) Para muitos indivíduos, a restrição calórica 
não é efetiva a longo prazo. Mais de 90% das pessoas que tentam per- 
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der peso ganham novamente o peso perdido quando a intervenção na 
dieta é suspensa. Todavia, é importante reconhecer que, embora poucos 
indivíduos venham a alcançar seu peso ideal com tratamento, perdas de 
10% do peso corporal ao longo de um período de seis meses frequente- 
mente reduzem a pressão sanguínea e os níveis de lipídeos e aumentam 
o controle sobre o diabetes tipo 2. 


Atividade física 


O aumento na atividade física pode criar um déficit energético. Embora a 
adição de exercício físico a um regime hipocalórico inicialmente não pro- 
duza uma maior perda de peso, o exercício é um componente essencial 
em programas direcionados à manutenção da redução do peso. Além 
disso, a atividade física melhora as condições cardiorrespiratórias e re- 
duz o risco de doença cardiovascular, independente da perda de peso. 
Pessoas que combinam restrição calórica e exercício com tratamento 
comportamental podem esperar a perda de 5 a 10% do peso corporal 
pré-intervenção em um período de quatro a seis meses. Estudos mos- 
tram que indivíduos que mantêm seu programa de exercícios após uma 
perda de peso inicial ganham menos peso em relação aos que não man- 
têm um programa desse tipo. 


. Tratamento farmacológico 


Nos Estados Unidos, o órgão responsável pela regularização de medica- 
mentos (FDA, do inglês Food and Drug Administration) aprovou diversos 
fármacos propostos para perda de peso em adultos. Esses medicamen- 
tos incluem o orlistate (que reduz a absorção de gordura da dieta), a 
lorcaserina e a fentermina em combinação com topiramato (promove 
saciedade por meio da sinalização serotoninérgica), a liraglutida (dimi- 
nui o apetite pela ativação do receptor do peptídeo 1 semelhante ao 
glucagon) e a bupropriona em combinação com a naltrexona (aumenta 
o metabolismo pelo aumento da noradrenalina). Seus efeitos sobre a re- 






































Figura 26.10 

Mapa de conceitos-chaves para a obesidade. (Nota: o índice de massa 
corporal também pode ser calculado pelo peso em libras/(altura em 
polegadas) x 703.) 


VIII. RESUMO DO 
CAPITULO 





A obesidade - acúmulo de excesso 
de gordura corporal - ocorre quando 
a ingestão calórica (i.e, de energia) 
excede o gasto energético (Fig. 
26.10). A obesidade está aumentan- 
do em países industrializados devi- 
do à redução no gasto energético 
diário e ao aumento na ingestão de 
energia, resultante da maior dispo- 
nibilidade de alimentos saborosos e 
de baixo custo. O índice de massa 
corporal (IMC) é uma medida de fá- 
cil determinação e altamente corre- 
lacionada à gordura corporal. Quase 
69% dos norte-americanos adultos 
apresentam sobrepeso (IMC > 25), 
e > 33% desse grupo são obesos 
(IMC > 30). A distribuição anatômi- 
ca da gordura corporal apresenta 
grande influência nos riscos as- 
sociados à saúde. Um excesso 
de gordura abdominal (na região 
da cintura, formato de maçã), que 
pode ser medida pelo tamanho da 
cintura, está associado com maior 
risco de hipertensão, resistência 
à insulina, diabetes, dislipidemia 
e doença cardíaca coronariana, 
em comparação com a gordura lo- 
calizada no quadril e nas coxas (for- 
mato de pera, gordura na região do 
quadril). O peso de um indivíduo é 
determinado por fatores genéticos e 
ambientais. O apetite é influenciado 
por sinais aferentes (ou de entrada) 
— sinais neurais, hormônios circu- 
lantes, como a leptina, metabólitos 
— que são integrados pelo hipotála- 
mo. Esses diversos sinais induzem 
a liberação de peptídeos hipotalà- 
micos (como o neuropeptídeo 
Y e o hormônio estimulador de 
a-melanócitos) e a ativação de si- 
nais neurais eferentes. A obesidade 
está relacionada ao aumento no ris- 
co de mortalidade e é um fator de 
risco para diversas condições crô- 
nicas. A redução do peso é alcan- 
gada de maneira mais eficiente com 
um balanço energético negativo, 
ou seja, pela diminuição da ingestão 
calórica e pelo aumento da atividade 
física. Praticamente todas as dietas 
que limitam determinados grupos de 
alimentos ou macronutrientes levam 
à perda de peso em curto prazo. A 
manutenção a longo prazo da redu- 
ção do peso é difícil de ser obtida. 
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Reduções modestas na ingestão 
de alimento podem ser alcançadas 
com tratamentos farmacológicos. 
Procedimentos cirúrgicos idea- 
lizados para reduzir o consumo de 
alimento, como a cirurgia bariátrica, 
são uma opção para pacientes gra- 
vemente obesos que não tenham 
respondido a outros tratamentos. 





dução do peso tendem a ser modestos. (Nota: está sendo investigada 
uma maneira de induzir ativação farmacológica dos adipócitos marrons 
[ver pág. 79].) 


Tratamento cirúrgico 


Procedimentos cirúrgicos, como a colocação de banda gástrica ou ou- 
tras cirurgias de restrição, são eficientes para redução do peso em in- 
divíduos gravemente obesos. Por mecanismos ainda não esclarecidos, 
essas cirurgias também melhoram o controle da glicemia em indivíduos 
diabéticos com obesidade mórbida. (Nota: também foi aprovada a im- 
plantação de um aparelho que estimula eletricamente o nervo vago para 
reduzir a ingestão de alimento.) 


Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


Para as questões 26.1 e 26.2, use o seguinte contexto. 


Uma mulher de 40 anos de idade, 1,55 m de altura e pesando 
85,5 kg busca orientação para perder peso. A circunferência da 
cintura mede 104 cm e a do quadril, 99 cm. O restante do exame 
físico e os dados laboratoriais de exames sanguíneos estavam 
dentro dos valores de referência normais. O único filho, de 14 
anos, a irmã e os pais da paciente apresentam sobrepeso. A 
paciente lembra de ter tido sobrepeso durante toda a infância 
e adolescência. Ao longo dos últimos 15 anos, ela tentou sete 
diferentes dietas, por períodos de duas semanas a três meses, 
perdendo entre 2,5 e 11 kg a cada vez. Com a interrupção de 
cada dieta, ela ganhava novamente o peso perdido, voltando a 
pesar entre 83 e 86 kg. 


26.1 Calcule e interprete o índice de massa corporal (IMC) 
para a paciente. 


26.2 Qual das seguintes alternativas melhor descreve esta pa- 
ciente? 


A. Ela possui aproximadamente o mesmo número de 
adipócitos que um indivíduo com peso normal, mas 
seus adipócitos são maiores. 

B. Ela apresenta padrão de distribuição de gordura do 
tipo “maçã” (androide). 

C. Seus níveis de adiponectina devem estar acima dos 
níveis normais. 

D. Seus níveis de leptina circulante estão, provavelmen- 
te, abaixo do normal. 

E. Sua triacilglicerolemia, provavelmente, está abaixo 
do normal. 


Índice de massa corporal (IMC) = peso em kg/(altura em m) = 
85,5/1,55º = 35,6. Como seu IMC > 30, a paciente é classificada 
como obesa. 


Resposta correta = B. A razão entre as medidas da cintura e do qua- 
dril é 104/99 = 1,05. O formato de maçã é definido como uma razão 
entre cintura e quadril de mais de 0,8 para mulheres, e mais de 1,0 
para homens. Ela tem, portanto, um padrão de distribuição de gor- 
dura em forma de maçã, mais comumente observado em homens. 
Em comparação com outras mulheres com mesmo peso corporal, 
que apresentam um padrão de distribuição de gordura ginecoide 
(em formato de pera), seu padrão androide leva a paciente a apre- 
sentar risco aumentado para diabetes, hipertensão, dislipidemia e 
doença cardíaca coronariana. Indivíduos com acentuada obesida- 
de e histórico de obesidade desde o início da infância apresentam 
depósitos de gordura constituídos de muitos adipócitos, todos car- 
regados com triacilgliceróis (TAG). Os níveis de leptina plasmática 
em humanos obesos, em geral, encontram-se normais para sua 
massa de gordura, sugerindo que a resistência à leptina, e não a 
sua deficiência, possa ocorrer na obesidade humana. Os níveis de 
adiponectina diminuem com o aumento da massa de gordura. Os 
ácidos graxos livres circulantes, caracteristicamente aumentados 
na obesidade, são transportados ao fígado e convertidos em TAG. 
Estes são liberados como componentes de lipoproteínas de den- 
sidade muito baixa (VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins) 
(levando a níveis plasmáticos elevados de TAG) ou são armazenados 
no figado (levando à esteatose hepática). 


UNIDADE VI 


rição médica 





Nutrição: visão geral 
e macronutrientes 


I. VISÃO GERAL 





Os nutrientes são os constituintes dos alimentos necessários para susten- 
tar as funções normais do organismo. Toda a energia é fornecida por três 
classes de nutrientes: gorduras, carboidratos e proteínas (Fig. 27.1). Como 
o consumo dessas moléculas ricas em energia é maior (quantidades em g) 
do que a dos outros nutrientes alimentares, elas são chamadas de macro- 
nutrientes. Este capítulo está centrado nos tipos e nas quantidades de ma- 
cronutrientes necessários para manter uma boa saúde e prevenir doenças 
crônicas. Os nutrientes necessários em menor quantidade (mg ou pg), como 
as vitaminas e os minerais, são denominados micronutrientes e são conside- 
rados nos Capítulos 28 e 29. 


Il. INGESTÃO DIETÉTICA DE REFERÊNCIA 





Comitês de especialistas norte-americanos e canadenses, organizados pelo 
Conselho de Alimentação e Nutrição do Instituto de Medicina da Academia 
Nacional de Ciências, compilaram as ingestões dietéticas de referência (IDR), 
que estimam as quantidades de nutrientes necessárias para prevenir as defi- 
ciências, além de manter uma boa saúde e um crescimento adequado. A IDR 
amplia as recomendações nutricionais (RDA, do inglês recommended dietary 
allowances), publicadas com revisões periódicas desde 1941. Diferentemen- 
te das RDA, as IDR estabelecem limites máximos para o consumo de alguns 
nutrientes e incorporam o papel dos nutrientes na saúde ao longo de toda 
a vida, indo além das doenças por deficiências. Tanto a IDR quanto a RDA 
se referem à ingestão média diária de nutrientes a longo prazo, pois não é 
necessário consumir toda a RDA todos os dias. 


A. Definição 


A IDR consiste em quatro padrões dietéticos de referência para inges- 
tão de nutrientes, designados para grupos específicos, de acordo com a 
idade, o estado fisiológico e o sexo (Fig. 27.2). 


1. Necessidade média estimada. A média de ingestão diária de um 
nutriente estimado para satisfazer as necessidades de 50% dos 
indivíduos saudáveis de um determinado grupo de mesmo gêne- 
ro e estágio de vida é denominada necessidade média estimada 
(NME). É útil para estimar as reais necessidades em grupos e em 
indivíduos. 


2. Recomendações nutricionais. A RDA é a média diária do nível 
de ingestão suficiente para satisfazer as necessidades da quase to- 





Figura 27.1 

Nutrientes essenciais obtidos da 
dieta. (Nota: o etanol pode fornecer 
uma contribuição significativa na 
ingestão calórica diária de alguns 
indivíduos.) 





Figura 27.2 
Componentes da ingestão dietética 
de referência (IDR). 
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Selênio NME, RDA IM 
Vanádio — IM 
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Figura 27.3 

Ingestão dietética de referência 
(IDR) para vitaminas e minerais, em 
indivíduos com 1 ano de idade ou 
mais. (Nota: uma RDA foi definida 
para carboidratos e proteínas 
[macronutrientes], mas não para 
gordura.) NME = necessidade média 
estimada; RDA = recomendações 
nutricionais; IA = ingestão adequada; 
IM = níveis de ingestão máxima 
tolerada; — = sem valor estabelecido. 


talidade (97 a 98%) dos indivíduos em um estágio da vida e mesmo 
sexo.” A RDA não representa o mínimo necessário para indivíduos 
saudáveis; em vez disso, é intencionalmente ajustada para dar mar- 
gem de segurança para a maioria dos indivíduos. A NME serve de 
base para o estabelecimento da RDA. Se o desvio-padrão (DP) da 
NME está disponível, e as necessidades para o nutriente apresen- 
tam distribuição normal, a RDA é estabelecida em dois desvios-pa- 
drão acima da NME (i.e., RDA = NME + 2 DP yo). 


3. Ingestão adequada. Uma ingestão adequada (IA) é estabeleci- 
da no lugar da RDA, na falta de evidências científicas suficientes 
para calcular a NME ou a RDA. A IA baseia-se em estimativas 
da ingestão de nutrientes por um grupo (ou grupos) de pessoas 
aparentemente saudáveis. Por exemplo, a IA para bebês, para 
quem o leite humano é a única fonte de alimento recomendada 
nos primeiros seis meses de vida, fundamenta-se na estimativa 
da ingestão média diária de nutrientes fornecidos pelo leite huma- 
no para bebês sadios, a termo, alimentados exclusivamente com 
leite materno. 


4. Níveis de ingestão máxima tolerável. A média máxima de inges- 
tão diária de nutrientes que, provavelmente, não representa nenhum 
risco de efeitos adversos à saúde em quase todos os indivíduos da 
população em geral é o nível de ingestão máxima tolerável (IM). À 
medida que a ingestão aumenta acima da IM, o risco potencial de 
efeitos adversos pode aumentar. A IM é útil devido ao aumento na 
disponibilidade de alimentos fortificados e ao aumento na utilização 
de suplementos dietéticos. Para alguns nutrientes, podem não exis- 
tir dados suficientes para se estabelecer uma IM. 


Empregando a ingestão dietética de referência (IDR) 


A maioria dos nutrientes tem um padrão de IDR (Fig. 27.3). Geralmente, 
um nutriente tem sua NME com a RDA correspondente. A maioria delas 
é estabelecida de acordo com a idade e o gênero, e pode ser influen- 
ciada por fatores especiais, como a gestação e a lactação nas mulheres 
(ver pág. 372). Quando os dados não são suficientes para estimar uma 
NME (ou uma RDA), uma IA é designada. A ingestão abaixo da NME ne- 
cessita ser melhorada, porque a probabilidade de adequação é de 50% 
ou menos (Fig. 27.4). A ingestão entre a NME e a RDA provavelmente 
necessita ser melhorada, porque a probabilidade de adequação é menor 
do que 98%, e a ingestão no nível ou acima da RDA pode ser considera- 
da adequada. A ingestão acima da IA pode ser considerada adequada. 
A ingestão entre a IM e a RDA pode ser considerada sem risco de efeitos 
adversos. (Nota: como a IDR foi designada para satisfazer as necessida- 
des nutricionais dos indivíduos saudáveis, não inclui quaisquer necessi- 
dades especiais de indivíduos doentes.) 


NECESSIDADES ENERGÉTICAS EM HUMANOS 





O aporte de energia estimado (AEE) é a ingestão média de nutrientes ener- 
géticos prevista para manter o balanço energético (i.e., quando a quantida- 
de de calorias consumidas é igual à quantidade de energia gasta) em um 
adulto sadio, em determinado gênero, idade e altura, e cujo peso e nível 
de atividade física são consistentes com uma boa saúde. Diferenças na 
genética, na constituição corporal, no metabolismo e no comportamento 
das pessoas tornam difícil predizer com exatidão as necessidades caló- 


*N. de T. Estágio de vida considera idade e, quando aplicável, gestação e lactação. 
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NME é a ingestão na qual 
o risco de inadequação 
é 50%. 











RDA é a ingestão na qual IA não apresenta uma relação 

o risco de inadequação é preditiva com NME ou com RDA. 
de 2 a 3%. A IA está fundamentada em uma 
estimativa da ingestão de nutri- 
entes em pessoas sadias. 





Em uma ingestão 
acima da IM, o 
risco de efeitos 
adversos aumenta. 




























Es) 
É É 
E è 
E 2 
= g. 
E ê 

v 
E ] 

a 

Níveis observados de ingestão de nutrientes 
Figura 27.4 


Comparação dos componentes da ingestão dietética de referência (IDR). NME = necessidade média estimada; RDA = 
recomendações nutricionais; IA = ingestão adequada; IM = níveis de ingestão máxima tolerável. 


ricas de um indivíduo. Entretanto, algumas aproximações simples podem 
fornecer estimativas úteis: por exemplo, adultos sedentários necessitam de 
aproximadamente 30 kcal/kg/dia para manter seu peso corporal; adultos 
moderadamente ativos necessitam 35 kcal/kg/dia; e adultos muito ativos 
requerem 40 kcal/kg/dia. 


A. Conteúdo energético dos alimentos 


O conteúdo energético dos alimentos é calculado a partir do calor libera- 
do pela combustão total do alimento em um calorímetro. Ele é expresso 
em quilocalorias (kcal ou Cal). Os fatores de conversão padrão para de- 
terminar o valor calórico metabólico de gordura, proteína e carboidratos 
são mostrados na Figura 27.5. Observe que o conteúdo energético da 
gordura é mais do que duas vezes superior ao dos carboidratos ou das 
proteínas, ao passo que o conteúdo de energia do etanol é intermediário 
entre gorduras e carboidratos. (Nota: o Joule [J] é uma unidade de ener- 
gia amplamente utilizada em vários países, exceto nos Estados Unidos. 
Uma cal = 4,2 J; 1 kcal [1 Cal, 1 caloria alimentar] = 4,2 kJ. Para uniformi- 
dade, muitos cientistas adotam o uso de Joules em vez de calorias nos 
Estados Unidos. Entretanto, a unidade kcal ainda predomina e é utilizada 
neste texto.) 


B. Uso corporal da energia alimentar 


A energia gerada pelo metabolismo dos macronutrientes é utilizada para 
três processos dependentes de energia que ocorrem no organismo: taxa 
metabólica de repouso (TMR), atividade física e efeito térmico do alimen- 
to. O número de kcal gasto durante esses processos, em um período de 
24 horas, é o gasto energético total (GET). 


1. Taxa metabólica de repouso (TMR). A TMR é a energia gasta 
por um indivíduo em estado de repouso pós-prandial. Ela represen- 
ta a energia necessária para manter as funções normais do organis- 
mo, como respiração, fluxo sanguíneo e transporte iônico. A TMR 
pode ser determinada pela quantificação de oxigênio (O,) consu- 
mido ou dióxido de carbono (CO,) produzido (calorimetria indireta). 
(Nota: a relação de CO, para O, é o quociente respiratório [QR]. Ele 
reflete o substrato sendo oxidado para obtenção de energia [Fig. 
27.6].) A TMR pode também ser estimada utilizando equações que 





Carboidrato 
Proteína 


Gordura 
Álcool 





Figura 27.5 
Média de energia disponível 
em macronutrientes e no etanol. 











SUBSTRATO | QR 
oaa | o | 
Proteína 0,84 
Gordura 0,71 | 
Figura 27.6 


O quociente respiratório (QR). 
(Nota: para a proteína, o nitrogênio 
é removido e excretado, e os 
a-cetoácidos são oxidados.) 
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Taxa metabólica de repouso 
1.300 kcal = 60% 


Efeito térmico 
do alimento 
210 kcal = 10% Atividade física 


630 kcal = 30% 











Figura 27.7 

Gasto energético total estimado para 
uma mulher saudável de 20 anos, 
com 165 cm de altura, pesando 50 kg 
e que faz atividade física leve. 














VARIAÇÃO 
(porcentagem 
de energia) 
20-35 
5-10 
0,6-1,2* 
Cerca de 10% do total de gordura pode 
vir de ácidos graxos de cadeias mais 
longas, ácidos graxos w-3 ou w-6. 
Carboidrato 45-65 
º RDA 






Homens e mulheres: 130 g/dia 


Não mais que 10% do total de calorias 
deve vir de açúcares adicionados. 











Fibras 
“IA 
Homens: 38 g/dia; mulheres: 25 g/dia 
Proteína 10-35 
® RDA 








Homens: 56 g/dia; mulheres: 46 g/dia 





Figura 27.8 

Variação aceitável para a distribuição 
dos macronutrientes (VADM) em 
adultos. (Nota: *fortes evidências 
sugerem que altos níveis de ácidos 
graxos poli-insaturados w-3 fornecem 
proteção contra doença arterial 
coronariana.) RDA = recomendações 
nutricionais; IA= ingestão adequada. 


incluem sexo e idade (TMR reflete massa muscular magra, que é 
mais alta nos homens e nos jovens), bem como altura e peso. Uma 
estimativa aproximada é 1 kcal/kg/hora para homens e 0,9 kcal/kg/ 
hora para mulheres. (Nota: uma taxa metabólica basal [TMB] pode 
ser determinada se forem utilizadas condições ambientais mais ri- 
gorosas, mas não é rotineiramente aplicada. A TMR é aproxima- 
damente 10% mais alta do que a TMB.) Em um adulto, a TMR de 
24 horas, conhecida como o gasto de energia em repouso (GER), 
é de cerca de 1.800 kcal para homens (70 kg) e 1.300 kcal para 
mulheres (50 kg). De 60 a 75% do GET em indivíduos sedentários 
é atribuível ao GER (Fig. 27.7). (Nota: os indivíduos hospitalizados 
são geralmente hipercatabólicos, e a TMR é multiplicada por um 
fator de lesão que varia de 1,0 [infecção leve] a 2,0 [queimaduras 
graves] no cálculo de seu GET.) 


2. Atividade física. A atividade muscular fornece a maior variação 
no GET. A quantidade de energia consumida depende da duração 
e da intensidade do exercício. Este custo de energia é expresso 
como um múltiplo da TMR (intervalo de 1,1 a > 8,0), que é referido 
como a relação de atividade física (RAF) ou o equivalente meta- 
bólico da tarefa (EMT). Em geral, uma pessoa ligeiramente ativa 
requer cerca de 30 a 50% mais calorias que a TMR (ver Fig. 27.7), 
enquanto um indivíduo altamente ativo pode exigir > 100% de ca- 
lorias acima da TMR. 


3. Efeito térmico do alimento. Durante a digestão e a absorção dos 
alimentos, a produção de calor pelo corpo aumenta em até 30% 
acima do nível de repouso. Esse efeito é chamado de efeito térmico 
do alimento ou termogênese induzida pela dieta. A resposta térmica 
à ingestão de alimentos pode representar 5 a 10% do GET. 


IV. INTERVALO ACEITÁVEL PARA A DISTRIBUIÇÃO 
DOS MACRONUTRIENTES 





A variação aceitável para a distribuição dos macronutrientes (VADM) é de- 
finida como a variação de ingestão de um determinado macronutriente as- 
sociada a risco reduzido de doença crônica, enquanto fornece quantidades 
adequadas de nutrientes essenciais. A VADM para adultos é de 45 a 65% do 
total de calorias provenientes de carboidratos, 20 a 35% de gordura e 10 a 
35% de proteínas (Fig. 27.8). As propriedades biológicas das gorduras, dos 
carboidratos e das proteínas da dieta são descritas a seguir. 


V. GORDURAS DA DIETA 





A incidência de várias doenças crônicas é significativamente influenciada 
pelos tipos e pelas quantidades de nutrientes consumidos (Fig. 27.9). As gor- 
duras da dieta influenciam fortemente a incidência de doença arterial corona- 
riana (DAC); porém, evidências ligando a gordura da dieta ao risco de câncer 
ou de obesidade são bem mais fracas. 





tal de gordura dietética. Infelizmente, isso resultou no aumento do con- 
sumo de grãos refinados e açúcares adicionados. Pesquisas recentes 
indicam que o tipo de gordura é um fator de risco mais importante do 


Recomendações anteriores enfatizaram a diminuição da quantidade to- 
que a quantidade total de gordura. 
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A. Lipídeos plasmáticos e doença arterial coronariana (DAC) 


O colesterol plasmático pode originar-se da dieta ou da biossíntese en- 
dógena. Em ambos os casos, o colesterol é transportado entre os tecidos 
em conjunto com proteínas e fosfolipídeos, na forma de lipoproteínas. 


1. Lipoproteínas de baixa e de alta densidade. O nível plasmático 
de colesterol não é regulado precisamente, mas varia em resposta à 
dieta. Níveis elevados de colesterol total (hipercolesterolemia) resul- 
tam em aumento do risco de doenças arteriais coronarianas (DAC) 
(Fig. 27.10). Existe uma correlação muito mais forte entre DAC e o 
nível de colesterol presente em lipoproteínas de baixa densidade 
([LDL-C] ver pág. 234). À medida que o LDL-C aumenta, a DAC au- 
menta. Em contrapartida, níveis elevados de colesterol presente em 
lipoproteínas de alta densidade (HDL-C) foram associados a um me- 
nor risco de doença cardíaca (ver pág. 235). (Nota: níveis elevados 
de triacilglicerol (TAG) plasmático têm sido associados à DAC, mas 
ainda não foi demonstrada uma causa para essa correlação.) Níveis 
anormais de lipídeos no plasma (dislipidemias), juntamente com o 
fumo, a obesidade, o sedentarismo, a resistência à insulina e outros 
fatores de risco, agem no sentido de aumentar o risco de DAC. 


2. Benefícios da diminuição nos níveis plasmáticos de coleste- 
rol. Tratamentos dietéticos ou medicamentosos para a hiperco- 
lesterolemia têm sido efetivos em diminuir a LDL-C, aumentar a 
HDL-C e reduzir o risco de eventos cardiovasculares. As mudanças 
induzidas pela dieta nas concentrações plasmáticas de lipoproteí- 
nas são modestas, com alterações entre 10 a 20%, ao passo que o 
tratamento com estatinas diminui o colesterol plasmático em cerca 
de 30 a 60% (ver pág. 224). (Nota: o tratamento dietético e medica- 
mentoso também pode diminuir o TAG.) 


B. Gorduras da dieta e lipídeos plasmáticos 


Os TAGs são, quantitativamente, a classe mais importante de gorduras 
da dieta. A influência dos TAGs nos níveis de lipídeos plasmáticos é de- 
terminada pela natureza química de seus ácidos graxos constituintes. A 
presença ou a ausência e o número de ligações duplas (ácidos graxos 
saturados versus mono e poli-insaturados), a localização dessas liga- 
ções duplas (w-6 versus w-3) e a configuração cis ou trans dos ácidos 
graxos insaturados são as características estruturais mais importantes 
que influenciam os lipídeos plasmáticos. 


1. Gorduras saturadas. Os TAGs compostos principalmente por 
ácidos graxos cujas cadeias hidrocarbonadas não apresentam li- 
gação dupla são chamados de gorduras saturadas. O consumo de 
gorduras saturadas está positivamente associado a níveis plasmáti- 
cos altos de colesterol total e LDL-C e a aumento no risco de DAC. 
As principais fontes de ácidos graxos saturados são laticínios, carne 
e alguns óleos vegetais, como de coco e de palmeira (importantes 
fontes de gordura na América Latina e na Ásia, mas não nos Esta- 
dos Unidos). Especialistas aconselham limitar a ingestão de gordu- 
ras saturadas para < 10% da ingestão calórica total e substituí-las 
por gorduras insaturadas (e grãos integrais). 





Ácidos graxos saturados com cadeias contendo 14 (ácido mirístico) ou 
16 (ácido palmítico) carbonos são os mais potentes em aumentar o coles- 
terol plasmático. O ácido esteárico (18 carbonos, encontrado em muitos 
alimentos, incluindo o chocolate) tem pouco efeito no colesterol sérico. 











Doença de Alzheimer [ 27 
Diabetes melito [HH 22 
Pneumonia e gripe [HH 16 





Figura 27.9 

Influência da nutrição em algumas 
causas comuns de morte nos 
Estados Unidos no ano de 2010. 

Em vermelho, causas de morte 

em que a dieta tem um papel 
significativo. Azul indica causas de 
morte em que o excesso de álcool 
tem um papel importante. 

(Nota: *a dieta desempenha um papel 
relevante em apenas algumas formas 
de câncer.) 
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Figura 27.10 

Correlação da taxa de mortalidade 
por doença coronariana com 

a concentração plasmática de 
colesterol. (Nota: os dados foram 
obtidos a partir de um estudo 
multi-idade com a taxa de 
mortalidade de homens ajustada 
para a idade.) 
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2. Gorduras monoinsaturadas. Os TAGs contendo principalmen- 
te ácidos graxos cujas cadeias apresentam uma ligação dupla são 
chamados de gorduras monoinsaturadas. Os ácidos graxos mo- 
noinsaturados (MUFA, do inglês monounsaturated fatty acids) ge- 
ralmente são obtidos a partir de óleos vegetais. Os MUFA, quando 
substituem gorduras saturadas, diminuem níveis plasmáticos de 
colesterol total e de LDL-C, mantendo ou aumentando o HDL-C. 
Essa habilidade de MUFA em modificar favoravelmente os níveis 





Legenda: pas Ácido graxo poli-insaturado de lipoproteínas pode explicar, em parte, a observação de que as 
TES Ácido graxo monoinsaturado culturas mediterrâneas com dietas ricas em óleo de oliva (alta em 
Ácido graxo saturado ácido oleico monoinsaturado) apresentam baixa incidência de DAC. 





(Nota: embora não exista um VADM para MUFA, uma recomenda- 
ção comum é de 10 a 20% da ingestão calórica.) 


Dieta típica do mediterrâneo 
Gordura=38% Carboidrato Proteína 
Peti Sadi 


a. A dieta do Mediterrâneo. A dieta do Mediterrâneo é um exem- 
plo de dieta rica em MUFA (proveniente de óleo de oliva), de áci- 
dos graxos poli-insaturados (PUFA, do inglês polyunsaturated 
fatty acid, provenientes de óleo de peixes, de óleos vegetais e 
de algumas nozes), mas pobre em gordura saturada. Por exem- 
plo, a Figura 27.11 mostra a composição da dieta Mediterrânea 
em comparação a uma dieta Ocidental, similar à consumida nos 
Estados Unidos, e a uma dieta normalmente pobre em gordura. 
A dieta Mediterrânea contém alimentos frescos da estação, abun- 
dância de plantas e pouca quantidade de carne vermelha, sendo 








Figura 27.11 o óleo de oliva a principal fonte de gordura. A dieta do Mediterrã- 
Composição das dietas típicas neo está associada com diminuição plasmática de colesterol to- 
do Mediterrâneo e do Ocidente tal, de LDL-C e de TAG e com aumento de HDL-C, quando com- 
e de dieta com pouca gordura. parada a uma dieta ocidental típica, rica em gordura saturada. 


3. Gorduras poli-insaturadas. Os TAGs contendo principalmente 
ácidos graxos com mais de uma ligação dupla são chamados de 
gorduras poli-insaturadas. Os efeitos dos PUFAs nas doenças car- 
diovasculares são influenciados pela localização da ligação dupla 
dentro da molécula. 


a. Ácidos graxos œ-6. São PUFA de cadeia longa, com a pri- 
meira ligação dupla começando no carbono seis, contado a 
partir da extremidade metila (w) da molécula do ácido graxo. 
(Nota: esses ácidos graxos são também chamados de ácidos 
graxos n-6 [ver pág. 182].) O consumo de gorduras contendo 
PUFA q-6, principalmente o ácido linoleico (18:2[9,12]), obtido 
de óleos vegetais, diminui o colesterol plasmático ao substituir 
gorduras saturadas. O LDL-C plasmático diminui, mas o HDL-C, 
que atua como protetor de DAC, também reduz, contrapondo 
parcialmente os benefícios do efeito redutor sobre LDL-C. No- 
zes, abacates, azeitonas, soja e vários óleos, incluindo o óleo 
de girassol e milho, são fontes comuns desses ácidos graxos. 
A VADM para ácido linoleico é de 5 a 10%. (Nota: a menor in- 
gestão de PUFA recomendada em relação à de MUFA é devido 
à preocupação de que a oxidação mediada por radicais livres 
[peroxidação] de PUFA pode originar produtos deletérios.) 


-00C j -00C 
Hc = HC — = 


Ácido linoleico a-Ácido linolênico 
(18:2, o-6) (18:3, 0o-3) 


b. Ácidos graxos «w-3. São PUFAs de cadeia longa, com a pri- 
meira ligação dupla no terceiro carbono (quando contado a par- 
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tir da extremidade metila (w) da molécula de ácido graxo). Os 
PUFAs w-3 da dieta suprimem arritmias cardíacas, reduzem 
TAGs plasmáticos, diminuem a tendência à trombose, diminuem 
a pressão sanguínea e reduzem substancialmente o risco de mor- 
talidade por doença cardiovascular (Fig. 27.12), porém apresen- 
tam pouco efeito nos níveis de LDL-C e HDL-C. Há evidências de 
que eles apresentem efeitos anti-inflamatórios. Os PUFAs w-3, 
principalmente ácido a-linolênico, 18:3(9,12,15), são encontra- 
dos em óleos vegetais, como os óleos derivados da linhaça, da 
canola e de algumas nozes, como a noz chilena (walnut). A VADM 
para a--linolênico é 0,6 a 1,2%. Óleos de peixes contêm os áci- 
dos de cadeia longa w-3 docosa-hexaenoico (DHA, 22:6) e ei- 
cosapentaenoico (EPA, 20:5). Recomenda-se duas refeições por 
semana contendo peixes mais gordurosos (p. ex., salmão). Para 
pacientes com DAC documentada, recomenda-se 1 g/dia de óle- 
os de peixe, enquanto 2 a 4 g/dia é prescrito para diminuir TAG. 
(Nota: o DHA está incluído nas formulações infantis para promo- 
ver o desenvolvimento do tecido encefálico.) Os ácidos linoleicos 
e a-linolênicos são ácidos graxos essenciais (AGE) necessários 
para a fluidez da membrana e para a síntese de eicosanoides (ver 
pág. 213). A deficiência de AGE, causada principalmente pela má 
absorção de gordura, é caracterizada por dermatite escamosa 
como resultado da depleção de ceramidas da pele contendo áci- 
dos graxos de cadeia longa (ver pág. 206). 


4. Ácidos graxos trans. Os ácidos graxos trans (Fig. 27.13) são 
classificados quimicamente como ácidos graxos insaturados, mas 
no organismo se comportam mais como ácidos graxos saturados, 
pois elevam níveis plasmáticos de LDL-C e baixam os níveis de 
HDL-C, aumentando, dessa forma, o risco de DAC. Os ácidos gra- 
xos trans não ocorrem naturalmente nas plantas, mas sim em pe- 
quenas quantidades nos animais. Entretanto, os ácidos graxos trans 
são formados durante a hidrogenação de óleos vegetais (p. ex., na 
manufatura da margarina e de óleos vegetais parcialmente hidroge- 
nados). Os ácidos graxos trans são o principal componente de mui- 
tos produtos comerciais, como biscoitos e a maioria dos alimentos 
fritos. Muitos fabricantes reformularam seus produtos para ficarem 
livres de gorduras trans. Em 2006, a agência norte-americana que 
regula alimentos e medicamentos (FDA, do inglês Food and Drug 
Administration) começou a exigir que os rótulos nutricionais (ver 
pág. 370) mostrassem o teor de gordura trans nos alimentos em- 
balados. Até 2018, praticamente não será permitido o emprego de 
ácidos graxos trans na indústria de alimentos. 


5. Colesterol da dieta. O colesterol é encontrado somente em pro- 
dutos animais. O efeito do colesterol da dieta no colesterol plas- 
mático (Fig. 27.14) é menos importante do que a quantidade e os 
tipos de ácidos graxos consumidos. Especialistas recomendam 
< 300 mg/dia. No entanto, o estabelecimento de um limite superior 
tornou-se controverso. 


C. Outros fatores dietéticos que afetam 
a doença arterial coronariana (DAC) 


O consumo moderado de álcool (até 1 drinque/dia para mulheres e até 2 
drinques/dia para homens) diminui o risco de DAC, pois existe uma corre- 
lação positiva entre o consumo moderado de álcool (etanol) e a concen- 
tração plasmática de HDL-C. No entanto, devido aos perigos potenciais 
do abuso de álcool, os profissionais de saúde estão relutantes em reco- 
mendar o consumo de álcool para seus pacientes. O vinho tinto pode for- 
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Curva dose-resposta dos efeitos 
fisiológicos da ingestão de óleo 
de peixe (w-3). EPA = ácido 
eicosapentaenoico (20:5); 

DHA = ácido docosa-hexaenoico 
(22:6). 
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Figura 27.13 
Estrutura de ácidos graxos cis e trans. 
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O colesterol da dieta tem pequena 
influência no colesterol plasmático. 








Colesterol LDL 
(mg/100 mL) 
s 


Ingestão de colesterol 
(mg/dia) 








Figura 27.14 
Concentrações plasmáticas de 
LDL-C, em resposta a um aumento 
na ingestão de colesterol na dieta. 


necer benefícios cardioprotetores adicionais àqueles resultantes do seu 
conteúdo de álcool; por exemplo, o vinho tinto contém compostos fenó- 
licos que inibem a oxidação de lipoproteínas (ver pág. 235). (Nota: es- 
ses antioxidantes também estão presentes em passas de uva e no suco 
de uva.) A Figura 27.15 resume os efeitos de gorduras da dieta. (Nota: 
estudos recentes [incluindo metanálises] levantaram questões sobre as 
diretrizes atuais para o uso de gordura na dieta na prevenção da DAC.) 


Vi. CARBOIDRATOS DA DIETA 





O principal papel dos carboidratos da dieta é fornecer energia. Embora a 
ingestão calórica nos Estados Unidos tenha atingido o pico em 2008 e esteja 
agora em declínio, a incidência de obesidade aumentou drasticamente (ver 
pág. 349). Durante esse mesmo período, o consumo de carboidratos aumen- 
tou significativamente (à medida que o consumo de gordura diminuiu), levan- 
do alguns pesquisadores a vincular a obesidade com o consumo de carboi- 
dratos. Entretanto, a obesidade também tem sido relacionada ao aumento 
do estilo de vida sedentário e a alimentos densos em calorias, servidos em 
porções maiores. A priori, o consumo de carboidratos não engorda. 


A. Classificação 


Os carboidratos dietéticos são classificados como açúcares simples (mo- 
nossacarídeos e dissacarídeos), açúcares complexos (polissacarídeos) e 
fibras. 


1. Monossacarídeos. Glicose e frutose são os principais monos- 
sacarídeos encontrados nos alimentos. A glicose é abundante em 
frutas, milho, xarope de milho e mel. Frutose livre é encontrada jun- 
tamente com glicose livre em mel e frutas (p. ex., maçãs). 


a. Xarope de milho rico em frutose. Xaropes de milho ricos 
em frutose (HFCS, do inglês high-fructose corn syrups) são 
xaropes de milho que sofreram um processamento enzimáti- 
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Figura 27.15 


Efeito das gorduras da dieta. LDL = lipoproteína de baixa densidade; HDL = lipoproteína de alta densidade; 


DHA = ácido docosa-hexaenoico. 
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co para converter a glicose em frutose e posteriormente foram 
misturados ao xarope de milho puro (100% de glicose) para 
produzir o sabor doce desejado. Nos Estados Unidos, o HFCS 
55 (contendo 55% de frutose e 42% de glicose) é comumente 
usado como um substituto da sacarose nas bebidas, incluindo 
refrigerantes, e o HFCS 42 é usado em alimentos processados. 
A composição e o metabolismo dos HFCS e da sacarose são 
similares, sendo que a maior diferença reside no fato de que os 
HFCS são ingeridos como uma mistura de monossacarídeos 
(Fig. 27.16). A maioria dos estudos não encontra diferenças na 
glicose pós-prandial ou resposta insulínica ao comparar as re- 
feições contendo sacarose ou HFCS. (Nota: o aumento do uso 
de HFCS é paralelo ao aumento da obesidade, mas uma rela- 
ção causal ainda não foi demonstrada.) 


Dissacarídeos. Os dissacarídeos mais abundantes são sacarose 
(glicose + frutose), lactose (glicose + galactose) e maltose (glicose 
+ glicose). A sacarose, o açúcar comum, é abundante em mela- 
ços e xaropes. A lactose é o principal açúcar encontrado no leite. A 
maltose é um produto da digestão enzimática de polissacarídeos, 
e é também encontrada em quantidades significativas em cerveja 
e licores de malte. O termo “açúcar” se refere a monossacarídeos e 
dissacarídeos. “Açúcares adicionados” são os açúcares e xaropes 
(como o HFCS) adicionados aos alimentos durante o processamen- 
to ou a preparação. 


Polissacarídeos. Carboidratos complexos são polissacarídeos 
(mais frequentemente, polímeros de glicose) que não apresentam 
sabor doce. O amido é um exemplo de carboidrato complexo, en- 
contrado em abundância nas plantas. Fontes comuns incluem trigo 
e outros grãos, batata, ervilha e feijão secos (legumes) e vegetais. 


Fibras. A fibra dietética é definida como uma mistura de carboi- 
dratos não digeríveis, de carboidratos não amidos e de lignina (um 
polímero não carboidrato de álcoois aromáticos) presente nas plan- 
tas. A fibra solúvel é a parte comestível de plantas que é resistente à 
digestão e à absorção no intestino delgado humano, mas é completa 
ou parcialmente fermentada a ácidos graxos de cadeia curta no in- 
testino grosso. A fibra insolúvel passa pelo trato digestório pratica- 
mente inalterada. As fibras da dieta fornecem pouca energia, mas 
têm muitos efeitos benéficos. Primeiro, agregam conteúdo volumoso 
à dieta (Fig. 27.17). A fibra pode absorver água na quantidade de 10 
a 15 vezes o seu próprio peso, extraindo fluido no lúmen do intestino 
e aumentando a motilidade intestinal e promovendo movimentos in- 
testinais (laxação). As fibras solúveis retardam o esvaziamento gás- 
trico e podem levar a uma sensação de saciedade. Esse retardo no 
esvaziamento também resulta na redução dos picos de glicose no 
sangue após a alimentação. Segundo, o consumo de fibra solúvel 
reduz níveis de LDL-C por aumentar a excreção de ácido biliar fecal 
e por modular a reabsorção de ácidos biliares (ver pág. 225). Por 
exemplo, dietas ricas em fibra solúvel (25-50 g/dia), como farelo de 
aveia, estão associadas a uma modesta, mas significativa, redução 
no risco de DAC, pela diminuição dos níveis de colesterol total e de 
LDL-C. Da mesma forma, dietas ricas em fibras diminuem o risco de 
constipação, hemorroidas e diverticulose. A IA para fibra dietética 
é de 25 g/dia para mulheres e 38 g/dia para homens. Entretanto, a 
maioria das dietas norte-americanas está muito abaixo disso, com 
aproximadamente 15 g/dia. (Nota: “fibra funcional” é o termo usado 
para fibra isolada que tem benefícios para a saúde comprovados, 
como suplementos de fibras comercialmente disponíveis.) 





Figura 27.16 

A digestão de sacarose (A) ou de 
xarope de milho rico em frutose 
(HFCS, do inglês high-fructose corn 
syrups) 55 (B) leva à absorção 

de glicose e de frutose. 
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Efeitos na saúde 








Reduz a constipação e a formação 
de hemorroidas; 
Fezes mais amolecidas. 











Aumenta a motilidade intestinal.* 











Diminui a absorção de gorduras 
e colesterol da dieta; 
Aumenta a perda fecal de colesterol. 
pd 








Retarda o esvaziamento gástrico; 
L Gera sensação de saciedade; 
Diminui a concentração sanguínea 
de glicose pós-prandial. 




















Figura 27.17 

Ações das fibras dietéticas. (Nota: 

*o aumento da mobilidade intestinal 
diminui o tempo de exposição dos 
intestinos aos agentes cancerígenos.) 
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Figura 27.18 

Concentrações de glicose sanguínea 
após a ingestão de alimento com 
baixo e alto índice glicêmico (IG). 
(Nota: o IG é definido como a área 
sob a curva de glicose no sangue.) 


VII. 


Carboidratos da dieta e glicose sanguínea 


Alguns alimentos que contêm carboidratos produzem aumento rápido 
seguido por queda abrupta nas concentrações sanguíneas de glicose, 
ao passo que outros resultam em aumento gradual seguido por declínio 
lento (Fig. 27.18). Assim, eles diferem em sua resposta glicêmica (RG). 
(Nota: a fibra reduz a RG.) O índice glicêmico (IG) classifica alimentos 
ricos em carboidratos em uma escala de O a 100 com base na RG cau- 
sada por esses alimentos, relativa à RG causada pela mesma quantida- 
de (50 g) de carboidratos ingeridos na forma de pão branco ou glicose. 
Um IG baixo é < 55, enquanto um IG alto é >70. Evidências sugerem que 
uma dieta com IG baixa melhora o controle glicêmico em indivíduos dia- 
béticos. Alimentos com baixo IG tendem a criar uma sensação de sacie- 
dade por um período maior e podem ser úteis para a limitação do aporte 
calórico. (Nota: a carga glicêmica [CG] é o quanto uma porção típica de 
um alimento é capaz de elevar a glicose plasmática. Um alimento [p. ex., 
cenoura] pode ter ao mesmo tempo um alto IG e uma baixa CG.) 


Requerimentos de carboidratos 


Os carboidratos não são nutrientes essenciais, porque o esqueleto de 
carbono da maioria dos aminoácidos pode ser convertido em glicose 
(ver pág. 261). Entretanto, a ausência de carboidratos na dieta leva à 
produção de corpos cetônicos (ver pág. 195) e à degradação de proteí- 
nas teciduais, cujos aminoácidos constituintes fornecem os esqueletos 
carbonados para a gliconeogênese (ver pág. 118). A RDA para carboi- 
dratos é cerca de 130 g/dia para adultos e crianças, com base na quan- 
tidade de glicose usada por tecidos dependentes de carboidratos, como 
o encéfalo e os eritrócitos. Entretanto, esse nível de ingestão geralmente 
é ultrapassado. O consumo de carboidratos por adultos deve perfazer 
45 a 65% do total de calorias necessárias. Recomenda-se que o açúcar 
adicionado não represente mais de 10% do consumo total de energia, 
devido à preocupação de que o açúcar possa substituir alimentos ricos 
em nutrientes na dieta. (Nota: os açúcares adicionados estão associados 
ao aumento do peso corporal e ao diabetes tipo 2.) 


Açúcares simples e doenças 


Não há evidência direta de que o consumo de açúcares simples, natu- 
ralmente presentes nos alimentos, seja prejudicial. Contrariamente ao 
folclore, dietas com altos níveis de sacarose não levam a diabetes ou à 
hipoglicemia. Também ao contrário do credo popular, carboidratos não 
são inerentemente engordantes. Eles produzem 4 kcal/g (o mesmo que 
as proteínas e menos da metade daquilo produzido pela gordura; ver 
Fig. 27.5) e resultam em síntese de gordura somente quando consumidos 
em excesso, além das necessidades de energia do organismo. Entretan- 
to, existe associação entre o consumo de sacarose e as cáries dentárias, 
especialmente na ausência de tratamento com fluoreto (ver pág. 405). 


PROTEÍNAS DA DIETA 





A VADM para proteínas é 10 a 35%. As proteínas da dieta fornecem os 
aminoácidos essenciais (ver Fig. 20.2, pág. 262). Nove dos 20 aminoácidos 
necessários para a síntese das proteínas teciduais são essenciais (i.e., não 
podem ser sintetizados em humanos). 


A. 


Qualidade proteica 


A qualidade das proteínas da dieta é medida pela sua capacidade de 
fornecer os aminoácidos essenciais (AAE) necessários para a manuten- 
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ção tecidual. A maioria das agências governamentais adota o escore 
de aminoácidos corrigido pela digestibilidade proteica (EACDP) como 
padrão para avaliar a qualidade das proteínas. O EACDP é baseado no 
perfil de AAE após a correção para a digestibilidade proteica. O escore 
mais alto sob essas normas é 1,00. Esse escore de aminoácidos fornece 
um método para contrabalançar a ingestão de proteínas de baixa quali- 
dade e proteínas de alta qualidade. 


1. Proteínas de fontes animais. As proteínas de fontes animais 
(carnes de gado e de frango, leite, peixe) têm alta qualidade, pois 
contêm todos os AAE em proporções similares àquelas necessárias 
para a síntese de proteínas dos tecidos humanos (Fig. 27.19) e são 
mais facilmente digeridos. (Nota: a gelatina preparada a partir de 
colágeno animal é uma exceção. Tem baixo valor biológico devido à 
falta de vários AAE.) 


2. Proteínas de origem vegetal. As proteínas de origem vegetal têm 
uma qualidade menor do que as proteínas de origem animal. Entretan- 
to, proteínas de diferentes plantas podem ser combinadas de tal for- 
ma que o resultado é equivalente, em valores nutricionais, à proteína 
animal. Por exemplo, o trigo (deficiente em lisina, mas rico em metio- 
nina) pode ser combinado com o feijão (pobre em metionina, mas rico 
em lisina) para obtenção de um valor biológico mais alto (Fig. 27.20). 
(Nota: as proteínas de origem animal também podem complementar 
os valores biológicos das proteínas de origem vegetal.) 


Balanço de nitrogênio 


O balanço de nitrogênio ocorre quando a quantidade de nitrogênio con- 
sumido é equivalente àquela do nitrogênio excretado na urina (principal- 
mente como ureia), no suor e nas fezes. A maioria dos adultos saudáveis 
está normalmente em balanço nitrogenado. (Nota: há, em média, 1 g de 
nitrogênio para cada 6,25 g de proteina.) 


1. Balanço de nitrogênio positivo. Ocorre quando a ingestão de ni- 
trogênio excede a sua excreção. É observado em situações em que 
ocorre crescimento tecidual — por exemplo, na infância, na gestação 
ou durante a recuperação de uma doença debilitante. 


2. Balanço de nitrogênio negativo. Ocorre quando a perda de nitro- 
gênio é maior do que a sua ingestão. Está associado com dieta pro- 
teica inadequada, com falta de aminoácidos essenciais ou durante 
estresse fisiológico, como trauma, queimaduras, doença ou cirurgia. 





e, 
O equilíbrio de nitrogênio (N) (g N,-9 Nox.) em um período de 24 horas 
pode ser determinado pela fórmula, balanço de N = ingestão de proteína 
em g/6,25 - (urinary urea nitrogen -UUN + 4 g), na qual 4 g representa 
perda urinária em formas diferentes da perda UUN mais a perda na pele 
enas fezes. 


A 





Requerimento proteico 


A quantidade necessária de proteínas na dieta varia de acordo com seu 
valor biológico. Quanto maior a quantidade de proteína de origem animal 
incluída na dieta, menos proteína será necessária. A RDA para proteínas 
é calculada utilizando-se proteínas de valores biológicos mistos, sendo 
de 0,8 g/kg de peso corporal para adultos, ou cerca de 56 g de pro- 
teína para um indivíduo de 70 kg. Pessoas que se exercitam intensa e 
regularmente podem necessitar de proteína extra para manter a massa 








Valores 

Fonte EACDP 
Proteínas animais 

Ovo 1 

Proteína do leite 1 

Carne de 

gado/frango/peixe 0,82-0,92 

Gelatina 0,08 
Proteínas vegetais 

Proteína de soja 1 

Feijão 0,68 

Pão de trigo integral 04 











Figura 27.19 

Qualidade relativa de algumas 
proteínas dietéticas comuns. 

EACDP = Escore de aminoácidos 
corrigido pela digestibilidade proteica. 
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a 
s 





Quantidade de aminoácidos essenciais 
(porcentagem das necessidades dietética) 
8 











` Feijão Trigo Feijão 
+ 
Trigo 
E Lisina tn) 
[C] Metionina + cisteina 
Figura 27.20 


A combinação de duas proteínas 
incompletas que possuem 
deficiências de aminoácidos 
complementares uma à outra resulta 
em uma mistura com alto valor 
biológico. 
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muscular; uma ingestão diária de aproximadamente 1 g/kg tem sido re- 
comendada para atletas. Mulheres grávidas ou amamentando necessi- 
tam de até 30 g/dia além de suas necessidades básicas. Para manter o 
crescimento, as crianças devem consumir 2 g/kg/dia. (Nota: a condição 
em caso de doença influencia na necessidade proteica. A restrição de 
proteínas pode ser necessária na doença renal, enquanto queimaduras 
requerem aumento da ingestão proteica.) 


1. Consumo de proteínas em excesso. Não existe vantagem fisioló- 
gica em consumir proteína acima da RDA. A proteína consumida em 
excesso ao que o corpo necessita é desaminada, e os esqueletos 
de carbono resultantes são metabolizados, fornecendo energia ou 
acetil-coenzima A para a síntese de ácidos graxos. Com o excesso 
de proteínas, o nitrogênio é eliminado do organismo como ureia, e é 
frequentemente acompanhado de aumento do íon cálcio na urina, 
aumentando o risco de nefrolitiase (cálculos renais) e osteoporose. 


2. Efeito dos carboidratos poupadores de proteínas. A necessidade 
de consumo de proteínas é influenciada pelo conteúdo de carboidratos 
na dieta. Quando a ingestão de carboidratos é baixa, os aminoácidos 
são desaminados para fornecer esqueletos carbonados para a síntese 
de glicose, que é necessária como fonte de energia para o sistema 
nervoso central. Se a ingestão de carboidratos é menor que 130 g/ 
dia, quantidades substanciais de proteínas são metabolizadas para 
fornecer precursores para a gliconeogênese. Dessa forma, os carboi- 
dratos são considerados “protetores de proteina”, porque permitem 
que os aminoácidos sejam usados para reparação e manutenção das 
proteínas teciduais, em vez de serem usados para a gliconeogênese. 


D. Desnutrição proteico-energética ([DPE] calórica) 


Nos países desenvolvidos, a desnutrição proteico-energética (DPE), 
também conhecida como subnutrição proteico-energética (SPE), é ob- 
servada com mais frequência em pacientes com condições médicas que 
diminuem o apetite ou que alteram a forma como os nutrientes são di- 
geridos ou absorvidos ou em pacientes hospitalizados com traumatismo 
ou infecções. (Nota: os pacientes altamente catabólicos frequentemente 
necessitam de administração de nutrientes por via intravenosa [IV ou 
parenteral] ou por sonda [enteral).) A DPE também pode ser observada 
em crianças e idosos desnutridos. Nos países em desenvolvimento, a 
ingestão inadequada de proteínas e/ou de calorias é a causa primária 
de DPE. Os indivíduos afetados mostram uma variedade de sintomas, 
incluindo sistema imunitário deficiente, com redução na capacidade de 
resistir a infecções. Morte por infecções secundárias é comum. A DPE 
apresenta-se como um espectro de graus de desnutrição, e duas formas 
extremas são kwashiorkor e marasmo (Fig. 27.21). (Nota: o kwashiorkor- 
-marasmático apresenta características das duas formas.) 











Peso para Paseuio 
Tipo de DPE Peso para a idade (% esperado) id “e e conteúdo 
Marto de gordura 
Kwashiorkor 60-80 Normal ou | Presente + 
Marasmo <60 Acentuado | Ausente Acentuado ) 
Figura 27.21 


Características físicas da desnutrição proteico-energética (DPE) extrema em crianças. (Nota: o fígado graxo 
e as alterações da pele e do cabelo presentes no kwashiorkor não são vistos no marasmo.) 
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1: 


Kwashiorkor. O kwashiorkor ocorre quando a privação de proteina 
é relativamente maior do que a redução em calorias totais. A privação 
de proteínas está associada à grave redução da síntese de proteína 
visceral. O kwashiorkor é comumente observado em países em de- 
senvolvimento, em crianças após o desmame, perto de completarem 
1 ano de idade, quando sua dieta consiste predominantemente em 
carboidratos. Os sintomas típicos incluem retardo no crescimento, le- 
sões cutâneas, cabelo despigmentado, anorexia, fígado graxo, edema 
pitting* bilateral e diminuição da concentração de albumina sérica. O 
edema resulta da falta de proteínas sanguíneas adequadas, principal- 
mente albumina, para manter a distribuição da água entre o sangue e 
os tecidos. Dessa forma, o edema pode mascarar a perda de músculo 
e de gordura. Portanto, a desnutrição crônica se reflete no nível de al- 
bumina sérica. (Nota: como a ingestão calórica de carboidratos pode 
ser adequada, os níveis de insulina impedem a lipólise e a proteólise. 
Kwashiorkor é, portanto, desnutrição não adaptada.) 





A caquexia, um distúrbio caracterizado por perda de apetite e atrofia 
muscular (com ou sem lipólise aumentada) que não podem ser rever- 
tidas pelo suporte nutricional convencional, é vista com uma série de 
doenças crônicas, como câncer, doença pulmonar e renal crônica. Está 
associada à diminuição da tolerância ao tratamento e resposta e ao me- 
nor tempo de sobrevivência. 





Marasmo. O marasmo ocorre quando a privação de calorias é re- 
lativamente maior do que a redução em proteínas. O marasmo ge- 
ralmente ocorre em países em desenvolvimento, em crianças com 
menos de 1 ano de idade, quando o leite materno é suplementado 
ou substituído por mamadeiras de cereais e água, que, em geral, são 
deficientes em proteína e calorias. Os sintomas típicos incluem para- 
da do crescimento, perda muscular extrema e depleção de gordura 
subcutânea (emaciação), fraqueza e anemia (Fig. 27.22). Indivíduos 
com marasmo não apresentam o edema observado no kwashiorkor. 
(Nota: a realimentação de indivíduos gravemente desnutridos pode 
resultar em hipofosfatemia [ver pág. 400], porque qualquer fosfato 
disponível é usado para fosforilar intermediários de carboidratos. O 
leite é frequentemente administrado porque é rico em fosfato.) 


VIII. INSTRUMENTOS PARA NUTRIÇÃO 





Um conjunto de instrumentos foi desenvolvido para fornecer aos consumi- 
dores informações sobre o que (e quanto) eles devem comer, bem como o 
conteúdo nutricional dos alimentos que eles ingerem. Instrumentos adicio- 
nais permitem aos profissionais médicos avaliar se as necessidades nutricio- 
nais de um indivíduo estão sendo atendidas ou não. 


A. MyPlate 


O MyPlate foi desenvolvido pelo Departamento de Agricultura dos Es- 
tados Unidos (DAEU) para ilustrar graficamente suas recomendações 
sobre os grupos de alimentos e quanto de cada um deve ser consumido 
diariamente. No MyPlate, as quantidades relativas de cada um dos cinco 
grupos de alimentos (vegetais, grãos, proteinas, frutas e produtos lácte- 


*N. de T. Pitting significa o processo de pressionar os polegares sobre a parte superior 
dos dois pés do paciente, para verificar o tempo em que as “covas” formadas demo- 
ram para desaparecer. 





Figura 27.22 

A. Criança apática com kwashiorkor. 
Observe a barriga e as pernas 
inchadas. B. Criança com marasmo. 
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Figura 27.23 
MyPlate. 





Informação 
nutricional 


Porção - 1 xícara (228 g) 
Porções por embalagem 2 


Quantidade por porção 
Valor energético 250 kcal 


% Valor Diário* 









































Gorduras totais 12 g 18% 
Gorduras saturadas 3 g 15% 
Gorduras trans 3 g 

Colesterol 30 mg 10% 

Sódio 470 mg 20% 

Carboidratos totais 31 g 10% 
Fibra alimentar O g 0% 
Açúcares 5 g 

Proteínas 5 g 

Vitamina A 4% 

Vitamina C 2% 

Cálcio 20% 

Ferro 4% 





(°) % Valores Diários de referência com base em uma dieta 
de 2.000 keal. Seus valores diários podem ser maiores ou 
menores dependendo de suas necessidades energéticas. 


Valor energético _ 2.000 kcal 2.500 kcal 

















Gorduras totais 12g  menosque 65g 80g 
Gorduras Saturadas 3g menos que 20g 259 
Colesterol 30 mg menos que 300mg 300mg 
Sódio 470 ma menos que 2.400mg 2.400mg 
Carboidratos totais 31 g 300g 3759 
Fibra alimentar 0 g 259 309 
Figura 27.24 


Rótulos nutricionais (Nutrition Facts 
label). 


os) são representadas pelo tamanho relativo de sua seção no prato (Fig. 
27.23). O número de porções depende de variáveis como idade e sexo. 
(Nota: o MyPlate substituiu o MyPyramid em 2011.) 


B. Tabela de informação nutricional 


A maioria dos produtos embalados devem apresentar um rótulo de in- 
formações nutricionais, ou “rótulo de alimentos” (Fig. 27.24), que inclui 
o tamanho por porção, a quantidade em calorias (Cal) e o número de 
porções quando for o caso.* Além disso, um percentual de valor diário 
(%VD) é mostrado para a maioria dos nutrientes listados. (Nota: o %VD é 
baseado em uma dieta de 2.000 calorias para adultos saudáveis.) 


1. Porcentagem de valor diário. O %VD compara a quantidade de 
um determinado nutriente por porção, com a ingestão diária recomen- 
dada para esse mesmo nutriente. Por exemplo, o %VD para os micro- 
nutrientes listados, bem como para o total de carboidratos e fibras, é 
baseado na ingestão diária mínima recomendada. Assim, se o rótulo 
listar 20% para o íon cálcio, uma porção fornece 20% da quantidade 
mínima recomendada para esse íon por dia. Em contrapartida, o %VD 
para gorduras saturadas, colesterol e íon sódio é baseado na sua in- 
gestão diária máxima recomendada, e o %VD reflete a porcentagem 
desse máximo que uma porção fornece. Não há %VD para proteínas 
porque a ingestão recomendada depende do peso corporal (ver pág. 
367). (Nota: a palavra “açúcares” representa monossacarídeos e dis- 
sacarídeos. O restante dos carboidratos [carboidratos totais — fibra + 
açúcares] consiste em oligossacarídeos e polissacarídeos.) 


2. Revisões propostas. Em 2014, o DAEU propôs as seguintes al- 
terações ao rótulo de informações nutricionais para implementação 
até 2018: os açúcares adicionados, a vitamina D e o íon potássio 
devem ser incluídos; as vitaminas A e C, a gordura total e Cal de 
gordura devem ser removidas; e o tamanho servido deve ser ajus- 
tado para refletir as quantidades que as pessoas estão consumindo 
atualmente. Além disso, foram propostas alterações no formato do 
rótulo para destacar partes mais importantes (Fig. 27.25). (Nota: a 
proposta para adição/remoção de certos micronutrientes baseia-se 
em dados mais recentes sobre o risco de ingestão insuficiente.) 


C. Avaliação nutricional 


A avaliação nutricional avalia o estado nutricional com base em informações 
clínicas. Inclui (mas não está limitada a) história alimentar, medidas antropo- 
métricas e dados laboratoriais. (Nota: os dados da avaliação podem resultar 
em terapia de nutrição médica, que é o tratamento de condições médicas 
por meio de mudanças na dieta [p. ex., substituição de TAG de cadeia longa 
por TAG de cadeia média em transtornos de má absorção] e/ou pelo méto- 
do de ingestão [p. ex., alimentação enteral — tubo — ou parenteral — |V].) 


1. Diário da dieta. Este é um registro da ingestão de alimentos ao 
longo de um período de tempo. Para um diário de alimentos, os 
tipos específicos e quantidades exatas de alimentos consumidos 
são registrados em “tempo real” (o mais rápido possível depois de 
comer) por um período de 3 a 7 dias. As abordagens retrospectivas 
incluem um questionário de frequência alimentar (p. ex., que frutas 
foram comidas e com que frequência foram comidas em um dia, 


*N. de T. O emprego do termo caloria, referente ao valor energético dos alimentos, sig- 
nifica a quantidade de energia necessária para elevar a temperatura de 1 quilograma 
(equivalente a 1 litro) de água de 14,5 °C para 15,5 °C. Assim, o correto seria utilizar 
kcal (quilocaloria), porém o uso constante em nutrição fez com que “Cal” ficasse como 
um termo simplificado, representativo de “kcal”. 
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uma semana ou um mês) com notas contendo alimentos específi- 
cos e quantidades consumidas nas últimas 24 horas. 


2. Medidas antropométricas. Estas são medidas físicas do corpo. 
Elas incluem (mas não estão limitadas a) peso, altura, índice de mas- 
sa corporal (um indicador de obesidade; ver pág. 349), espessura da 
dobra da pele (um indicador de gordura subcutânea) e circunferência 
abdominal (um indicador de gordura abdominal; ver pág. 349). (Nota: 
o peso corporal ideal pode ser calculado usando o método Hamwi: 
48 kg [para homens] ou 45 kg [para mulheres] para os primeiros 152 
cm de altura + 1.1 kg para cada cm adicional, com um ajuste de -10% 
para uma estatura pequena e + 10% para uma estatura grande.) 


3. Exames laboratoriais. Estes são obtidos por testes realizados em 
fluidos corporais, tecidos e dejetos. Eles podem incluir LDL-C plas- 
mático (indicativo de risco cardiovascular), gordura fecal (indicativo 
de problemas de absorção), índices de glóbulos vermelhos (indica- 
tivo de deficiências vitamínicas) e balanço de N e proteínas séricas 
(como albumina e transtirretina [pré-albuminal) indicativos de altera- 
ções na relação proteína-energia. (Nota: a albumina e a transtirretina 
são produzidas no fígado e transportam moléculas como ácidos gra- 
xos e tiroxina [ver pág. 406] pelo sangue. Baixos níveis de albumina 
correlacionam-se com o aumento da morbidade e mortalidade em 
pacientes hospitalizados. A curta meia-vida [2 a 3 dias] da transtirre- 
tina em comparação com a da albumina [20 dias] tornou-se impor- 
tante no monitoramento do progresso de pacientes hospitalizados.) 





quada de nutrientes (causada, por exemplo, por incapacidade de comer, 
perda de apetite ou disponibilidade diminuída), absorção inadequada, me- 


A insuficiência nutricional pode ser o resultado de uma ingestão inade- 
nor utilização, aumento da excreção ou aumento da demanda energética. 





IX. NUTRIÇÃO E ESTÁGIOS DE VIDA 





As fontes de energia por macronutrientes, micronutrientes, AGE e AAE são 
necessárias em todos os estágios da vida. Além disso, cada estágio tem 
necessidades nutricionais específicas. 


A. Bebê, infância e adolescência 


O rápido crescimento e o desenvolvimento em bebês (nascimento até 1 
ano de idade) e na infância (1 ano até a adolescência) requerem maiores 
necessidades de energia e de proteínas por tamanho corporal em com- 
paração ao necessário para estágios subsequentes da vida. Os significa- 
tivos aumentos de altura e peso que ocorrem na adolescência aumentam 
as demandas nutricionais. As tabelas de crescimento (Fig. 27.26) são em- 
pregadas para comparar a estatura (altura) e/ou peso de um indivíduo, 
com os valores esperados para outros da mesma idade (< 20 anos) e de 
mesmo sexo. Elas são baseadas em dados obtidos de um grande núme- 
ro de indivíduos com desenvolvimento padrão ao longo do tempo. (Nota: 
os desvios da curva de crescimento esperada, refletidos no cruzamento 
de duas ou mais linhas de percentil, causam preocupação.) 


1. Bebês. A nutrição ideal para bebês baseia-se no leite materno, por 
fornecer calorias e a maioria dos micronutrientes em quantidades 
apropriadas para essa fase. Carboidratos, proteínas e gorduras estão 
presentes em uma proporção de 7:3:1. (Nota: além do dissacarídeo 
lactose, o leite humano contém quase 200 oligossacarídeos. Cerca de 
90% da microbiota [a população microbiana] do intestino do lacten- 


Informação 
nutricional 


8 porções por embalagem 
Porção 2/3 xicara (55 9) 
[TE PET ee ET | 





Quantidade por porção 


230 





Gorduras totais 8 g 

Gorduras Saturadas 1 g 

Gorduras Trans 0 g 
Colesterol 0 g 
Sódio 160 mg 

Carboidratos totais 37 g 

Fibra alimentar 4 g 

Açúcares 1 g 

Açúcares adicionados 0 g 

Proteínas 3 g 





























10% | Vitamina D 2 g 
20% | Cálcio 260 mg 
45% | Ferro 8 mg 

5% | Potássio 235 mg 














() Notas sobre valor diário (VD) e valor energético 
de referência devem ser inseridos neste local. 





Figura 27.25 

Rótulos nutricionais mostrando as 
mudanças propostas em 2014 para 
implementação até 2018. 
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Figura 27.26 

Gráfico de crescimento clínico de 
estatura por idade para meninos de 
2 a 5 anos dos Centros de Controle 
e Prevenção de Doenças (CDC) (ver 
https://www.cdc.gov/growthcharts/. 
Gráficos para meninas são rosa. 
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te amamentado é representado por um tipo, Bifidobacterium infantis, 
que produz todas as enzimas necessárias para degradar esses açú- 
cares complexos. Os açúcares, por sua vez, atuam como prebióticos, 
favorecendo o crescimento de B. infantis, um probiótico [bactéria be- 
néfica].) Entretanto, o leite materno apresenta níveis baixos de vitami- 
na D, e, assim, durante amamentação, os bebês podem necessitar de 
suplementação com vitamina D. (Nota: o leite humano fornece anti- 
corpos e outras proteínas que reduzem o risco de infecção.) 





A microbiota dentro e sobre o corpo humano, mais os seus genomas, 
são referidos como o microbioma. É adquirida ao nascimento pelo am- 
biente do parto e muda com os estágios da vida. O microbioma intes- 
tinal influencia a nutrição do hospedeiro, facilitando o processamento 
dos alimentos consumidos e sendo ele mesmo influenciado por esse 
alimento. Uma possível relação do microbioma com a desnutrição, com 
a obesidade e com o diabetes está sendo investigada. 





Infância. Tal como acontece com os lactentes, as crianças apre- 
sentam maior necessidade de calorias e nutrientes. As principais 
preocupações nessa fase são possíveis deficiências de ferro e cálcio. 


Adolescência. Na adolescência, os aumentos de altura e peso 
aumentam a necessidade de calorias, proteínas, cálcio, ferro e 
fósforo. Os padrões de alimentação nessa fase podem resultar em 
consumo excessivo de gordura, sódio e açúcar e subconsumo de 
vitamina A, tiamina e ácido fólico. (Nota: distúrbios alimentares e 
obesidade são preocupações nessa faixa etária.) 


Fase adulta 


O sobrepeso é uma preocupação em adultos jovens, enquanto a desnu- 
trição é uma preocupação em idosos. 


di 


Adultos jovens. A nutrição em adultos jovens se concentra na 
manutenção de uma boa saúde e na prevenção de doenças. O ob- 
jetivo é uma dieta rica em alimentos à base de vegetais (com foco 
em fibra e grãos integrais), ingestão limitada de gorduras saturadas 
e ácidos graxos trans, e ingestão equilibrada de PUFA w-3 e w-6. 


Mulheres grávidas ou lactantes. Os requisitos para obtenção 
de calorias, proteínas e praticamente todos os micronutrientes au- 
mentam na gravidez e na lactação. Costuma-se recomendar alguns 
suplementos, como ácido fólico (para evitar defeitos do tubo neural 
[ver pág. 379)), vitamina D, cálcio, ferro, iodo e DHA. 


Adultos durante o envelhecimento. O envelhecimento aumenta 
o risco de desnutrição. A diminuição do apetite resultante de uma 
sensação reduzida de gosto (disgeusia) e cheiro (hiposmia) diminui a 
ingestão de nutrientes. (Nota: limitações físicas, incluindo problemas 
com dentição e fatores psicossociais, como o isolamento, também 
podem desempenhar um papel na redução da ingestão de nutrien- 
tes.) A ingestão inadequada de proteínas, cálcio e vitaminas D e B,, 
é comum. A deficiência de vitamina B,, pode resultar da diminuição 
da absorção causada pelo acloridria (baixa produção de ácido no 
estômago; ver pág. 381). Durante o envelhecimento, a massa mus- 
cular magra diminui e a gordura aumenta, resultando em diminuição 
da TMR. (Nota: as interações fármacos-nutrientes podem ocorrer em 
qualquer estágio da vida, mas são mais comuns à medida que au- 
menta o número de medicamentos no envelhecimento.) 


Bioquímica Ilustrada 373 








Os inibidores da monoaminoxidase (IMAO), usados para tratar a depres- 
são (ver pág. 287), e a doença de Parkinson precoce podem apresentar 
interação de efeito com alimentos contendo tiramina. A tiramina é uma 
monoamina derivada da descarboxilação da tirosina durante o processo 
de preservação de carnes (cura), durante o envelhecimento ou pela a fer- 
mentação dos alimentos (Fig. 27.27). A tiramina estimula a liberação de 
noradrenalina, aumentando a pressão arterial e a frequência cardiaca.* 











Figura 27.27 
Descarboxilação de tirosina em 
tiramina. CO, = dióxido de carbono. 











Na 


X. RESUMO DO CAPÍTULO 





As ingestões dietéticas de referência (IDR) fornecem estimativas das quantidades de nutrientes necessárias para prevenir deficiências e 
manter uma ótima saúde e crescimento. Consiste na necessidade média estimada (NME), o nível médio diário de ingestão de nutrientes 
estimado para satisfazer a exigência de 50% dos indivíduos saudáveis em uma fase de vida específica (idade) e grupo de gênero; as reco- 
mendações nutricionais (RDA, do inglês recommended dietary allowances), o nível médio de ingestão diária que é suficiente para atender 
aos requisitos de nutrientes de quase todos os indivíduos (97-98%) em fase de vida específica e grupo de gênero; a ingestão adequada 
(IA), que é ajustada em vez de uma RDA, se não houver evidência científica suficiente para calcular a RDA; e o nível de ingestão máxima 
tolerável (IM), o maior nível de ingestão diária de nutrientes que provavelmente não representará risco de efeitos adversos para a saúde 
em quase todos os indivíduos da população em geral. A energia gerada pelo metabolismo dos macronutrientes (9 kcal/g de gordura e 
4 kcal/g de proteína ou carboidrato) é utilizada para três processos que requerem energia no organismo: taxa metabólica de repouso 
(TMR), atividade física e efeito térmico dos alimentos. Variações aceitáveis na distribuição dos macronutrientes (VADM) são definidas 
como a variação de ingestão de um determinado macronutriente que está associada a risco reduzido de doença crônica, enquanto fornece 
quantidades adequadas de nutrientes essenciais. Adultos devem consumir 45 a 65% do total de calorias provenientes de carboidratos, 
20 a 35% provenientes de gordura e 10 a 35% provenientes de proteínas (Fig. 27.28). Níveis elevados de colesterol nas lipoproteínas de 
baixa densidade (LDL-C) resultam em maior risco de doença arterial coronariana (DAC). Em contrapartida, níveis elevados de colesterol 
presentes em lipoproteínas de alta densidade (HDL-C) foram associados a um menor risco de DAC (ver pág. 235). Tratamentos dietéticos ou 
medicamentosos para a hipercolesterolemia são efetivos em diminuir a LDL-C, aumentar a HDL-C e reduzir o risco de DAC. O consumo de 
gorduras saturadas está fortemente associado a altos níveis de colesterol total e LDL-C no plasma. Quando substituídas por ácidos graxos 
saturados na dieta, as gorduras monoinsaturadas diminuem tanto o colesterol total como o LDL-C no plasma, mas mantêm ou aumentam 
o HDL-C. O consumo de gorduras contendo ácidos graxos poli-insaturados «»-6 reduz o LDL-C, mas o HDL-C, que protege contra a DAC, 
também é reduzido. Gorduras poli-insaturadas «-3 na dieta suprimem arritmias cardíacas e reduzem os níveis de triacilglicerol plasmático, 
diminuem a tendência à trombose e substancialmente reduzem o risco de mortalidade cardiovascular. Os carboidratos fornecem energia 
e fibras para a dieta. Quando consumidos como parte de uma dieta na qual a ingestão de calorias é igual à quantidade de energia gasta, 
não levam à obesidade. As proteínas da dieta fornecem aminoácidos essenciais. A qualidade proteica é medida pela sua capacidade de 
fornecer os aminoácidos essenciais necessários para a manutenção dos tecidos. Proteínas de fontes animais, em geral, apresentam maior 
qualidade proteica do que aquelas derivadas de plantas. Entretanto, proteínas de diferentes plantas podem ser combinadas de tal forma que 
o resultado é equivalente, em valores nutricionais, à proteína animal. O balanço de nitrogênio (N) positivo ocorre quando a ingestão de N 
excede a excreção. É observado em situações em que há crescimento tecidual, por exemplo, durante a infância, a gestação, ou períodos 
de convalescença de uma doença debilitante. O balanço de nitrogênio (N) negativo ocorre quando a perda de nitrogênio é maior que a 
ingestão. Está associado com dieta proteica inadequada, com falta de aminoácidos essenciais ou durante estresse fisiológico, como trauma, 
queimaduras, doença ou cirurgia. O kwashiorkor ocorre quando a privação de proteína é relativamente maior do que a redução em calorias 
totais. É caracterizado por edema. O marasmo ocorre quando a privação de calorias é relativamente maior do que a redução em proteínas. 
Edema não é observado. Ambas as doenças são formas extremas de desnutrição proteico-energética (DPE). Os rótulos nutricionais 
fornecem aos consumidores informações sobre o conteúdo nutricional de alimentos embalados. A avaliação médica do estado nutricional 
inclui história alimentar, medidas antropométricas e dados laboratoriais. Além disso, cada estágio de vida apresenta necessidades nutri- 
cionais específicas. Os gráficos de crescimento são usados para monitorar o padrão de crescimento de um indivíduo desde o nascimento 
até a adolescência. Interações fármaco-nutrientes são motivo de preocupação, especialmente em idosos. 


S 








*N. 


de T. A tiramina é normalmente metabolizada pela MAO. Por isso, em pacientes 


que fazem uso de inibidores da MAO, pode haver aumento de tiramina, a qual será 
absorvida em grandes quantidades (particularmente durante ingestão de queijos e vi- 
nhos), promovendo aumento da liberação de noradrenalina. Assim, os pacientes que 
recebem tratamento com IMAO e que consomem tais alimentos estão em risco de 
apresentar uma crise hipertensiva. 
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Figura 27.28 
Mapa de conceitos-chaves para macronutrientes. (Nota: *ácidos graxos trans são quimicamente classificados como 
insaturados.) DPE = desnutrição proteico-energética; LDL = proteína de baixa densidade; C = colesterol. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


27.1 


27.2 


27.3 


27.4 


Para a criança mostrada na figura à direita, 
qual das afirmações estaria de acordo com 
diagnóstico de kwashiorkor? A criança: 


A. parece roliça pelo aumento do tecido 
adiposo. 

B. demonstra edema abdominal e perifé- 
rico. 

C. apresenta um nível de albumina sérica 
acima do normal. 

D. tem um peso marcadamente diminuído 
com relação à altura. 


Qual das afirmações abaixo sobre gorduras da dieta é 
correta? 


A. O óleo de coco é rico em gorduras monoinsaturadas 
e o azeite é rico em gorduras saturadas. 

B. Os ácidos graxos contendo ligações duplas trans, ao 
contrário dos isômeros cis de ocorrência natural, ele- 
vam os níveis de colesterol de lipoproteínas de alta 
densidade. 

C. Os ácidos graxos poli-insaturados, ácidos linoleicos 
e linolênicos são compostos necessários na dieta. 

D. Os triacilgliceróis obtidos de plantas geralmente 
contêm menos ácidos graxos insaturados do que 
aqueles de origem animal. 


De acordo com a informação de que um homem de 70 kg 
está consumindo uma média diária de 275 g de carboi- 
dratos, 75 g de proteina e 65 g de gordura, qual das se- 
guintes conclusões pode ser razoavelmente concebida? 


Cerca de 20% das calorias é obtido de gordura. 

A dieta contém uma quantidade suficiente de fibra. 
O indivíduo está em balanço de nitrogênio. 

As proporções de carboidratos, proteínas e gorduras 
na dieta estão em conformidade com as recomenda- 
ções atuais. 

E. A ingestão total de energia por dia é de cerca de 
3.000 kcal. 


Na bronquite crônica, a produção excessiva de muco 
provoca obstrução das vias aéreas, o que resulta em hi- 
poxemia (baixo nível de oxigênio no sangue), expiração 
prejudicada e hipercapnia (retenção de dióxido de carbo- 
no). Por que uma dieta com alto teor de gordura e baixo 
teor de carboidratos pode ser recomendada para um pa- 
ciente com doença pulmonar obstrutiva crônica causada 
por bronquite crônica? 

A. A gordura contém mais átomos de oxigênio em rela- 
ção aos átomos de carbono ou mais hidrogênio do 
que os carboidratos. 

B. A gordura é caloricamente menos densa do que os 
carboidratos. 

C. O metabolismo da gordura gera menos dióxido de 
carbono. 

D. O quociente respiratório (QR) para gordura é maior 
do que o QR para carboidratos. 


pows 





Resposta correta = B. O kwashiorkor é causado por 
um consumo inadequado de proteínas na presença 
de um consumo suficiente a adequado de calorias. 
Os achados típicos de um paciente com kwashiorkor 
incluem edema abdominal e periférico (note o abdo- 
me e as pernas edemaciadas da criança) causado 
principalmente por uma diminuição na concentração 
de albumina sérica. As reservas de gordura corporal 
estão esgotadas, mas a relação peso-altura pode 
ser compatível devido ao edema. O tratamento inclui 
uma dieta adequada em calorias e proteína. 


Resposta correta = C. Os seres humanos não conseguem produzir 
ácidos graxos linoleicos e linolênicos. Consequentemente, esses 
ácidos graxos são essenciais na dieta. O óleo de coco é rico em 
gorduras saturadas e o azeite de oliva é rico em gorduras monoinsa- 
turadas. Os ácidos graxos trans aumentam os níveis plasmáticos de 
LDL-C, e não interferem nos níveis de HDL-C. Os triacilgliceróis de 
origem vegetal geralmente contêm mais ácidos graxos insaturados 
do que os de origem animal. 


Resposta correta = D. A ingestão total de energia é (275 g de carboi- 
drato x 4 kcal/g) + (75 g proteína x 4 kcal/g) + (65 g de gordura x 9 
kcal/g) = 1.100 + 300 + 585 = 1.985 kcal totais/dia. A porcentagem 
de calorias obtidas de carboidratos é (1.100/1.985) x 100 = 55; a 
porcentagem de calorias de proteínas é (300/1.985) x 100 = 15; e 
a porcentagem de calorias derivadas dos lipídeos é (585/1.985) x 
100 = 30. Esses valores são muito próximos aos recomendados. A 
quantidade de fibra ou o balanço nitrogenado não pode ser deduzi- 
do a partir dos dados apresentados. Se a proteina for de baixo valor 
biológico, um balanço de nitrogênio negativo torna-se possivel. 


Resposta correta = C. Uma meta de tratamento para a doença pul- 
monar obstrutiva crônica (DPOC) causada por bronquite aguda é as- 
segurar uma nutrição adequada sem aumentar o quociente respira- 
tório (QR), que é a proporção de dióxido de carbono (CO,) produzido 
para oxigênio consumido, minimizando a produção de CO,. Menos 
CO, é produzido a partir do metabolismo da gordura (QR = 0,7) do 
que do catabolismo dos carboidratos (QR = 1,0). A gordura contém 
menos átomos de oxigênio. A gordura é caloricamente mais densa 
do que o carboidrato. (Nota: o QR é determinado pela calorimetria 
indireta.) 
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275 


27.6 


Um homem de 32 anos de idade que foi resgatado de um 
incêndio foi internado no hospital com queimaduras em 
mais de 45% do corpo (queimaduras graves). O homem 
pesa 70 kg e tem 183 cm de altura. Qual das alternativas 
a seguir é a melhor estimativa para as necessidades ca- 
lóricas diárias imediatas desse paciente? 

A. 1.345 kcal. 

B. 1.680 kcal. 

C. 2.690 kcal. 

D. 3.360 kcal. 


Qual das seguintes recomendações é o melhor conselho 

para um paciente que pergunte sobre a notação “%VD” 

(percentual de valor diário) no rótulo de informações nu- 

tricionais? 

A. Alcance 100% de valor diário para cada nutriente a 
cada dia. 

B. Selecione alimentos que tenham maior percentual de 
valor diário para todos os nutrientes. 

C. Selecione alimentos com baixo percentual de valor 
diário para os micronutrientes. 

D. Selecione alimentos com baixo percentual de valor 
diário para gorduras saturadas. 


Para as perguntas 27.7 e 27.8, use o seguinte relato. 


Um homem sedentário de 50 anos de idade que pesa 80 kg pas- 
sa por um exame clínico. Ele nega qualquer problema de saúde. 
A análise sanguínea de rotina é normal, exceto pelo colesterol 
plasmático total de 295 mg/dL. (Valor de referência: < 200 mg.) 
O homem recusa o uso de fármacos para tratamento da hiper- 
colesterolemia. A análise do registro de um dia da dieta mostra 


o seguinte: 
Quilocalorias 3.475 kcal Colesterol 822 mg 
Proteinas 102g Gorduras 69g 
saturadas 
Carboidratos 383 g Gordura total 165g 
Fibras 6g 
27.7 A redução em qual dos seguintes componentes da dieta 


27.8 


terá maior efeito na redução do colesterol plasmático do 
paciente? 

Carboidratos. 

Colesterol. 

Fibras. 

Gordura monoinsaturada. 

Gordura poli-insaturada. 

Gordura saturada. 


Que informação seria necessária para estimar o gasto to- 
tal de energia do paciente? 


mmDOM> 


Resposta correta = D. Uma estimativa aproximada comum do gasto 
energético total (GET) para homens é de 1 kcal/kg de peso corpo- 
ral/24 horas. (Nota: para as mulheres, é de 0,8 kcal.) Para este pa- 
ciente, esse valor é 1.680 kcal (1 kcal/kg/hora x 24 horas x 70 kg). 
Além disso, um fator de lesão de 2 para queimaduras graves deve 
ser incluído no cálculo: 1.680 kcal x 2 = 3.360 kcal. 


Resposta correta = D. O percentual de valor diário (%VD) compara a 
quantidade de um determinado nutriente por porção de um produ- 
to, com a ingestão diária recomendada para esse mesmo nutriente. 
O %VD para os micronutrientes listados no rótulo, bem como para 
carboidratos e fibras totais, baseia-se na ingestão diária mínima re- 
comendada, enquanto o %VD para gorduras saturadas, colesterol e 
sódio baseia-se na ingestão diária máxima recomendada. 


Resposta correta = F. A ingestão de gordura saturada influencia for- 
temente o colesterol plasmático nesta dieta. O paciente está consu- 
mindo uma dieta de alto conteúdo calórico, com altas taxas de gor- 
dura, sendo 42% de gordura saturada. As recomendações dietéticas 
mais importantes são: diminuir a ingestão calórica total, substituir a 
gordura saturada pela gordura monoinsaturada e poli-insaturada e 
aumentar as fibras da dieta. Uma diminuição do colesterol na dieta 
será útil, mas não é a principal estratégia. 


O gasto basal de energia diária (taxa metabólica de repouso esti- 
mada/hora x 24 horas) e uma relação de atividade física (RAF) com 
base no tipo e duração das atividades físicas são variáveis necessá- 
rias. Adiciona-se 10% para compensar o efeito térmico dos alimen- 
tos. Tenha em mente que se o paciente estivesse hospitalizado, um 
fator de lesão (FL) seria incluído no cálculo e a RAF seria modificada. 
Tabelas de RAF e de FL são disponibilizadas. 





Micronutrientes: 
vitaminas 





Il. VISÃO GERAL 





As vitaminas são compostos orgânicos não relacionados quimicamente, que 
não podem ser sintetizados por humanos em quantidades adequadas e, por- 
tanto, devem ser supridos pela dieta. Nove vitaminas (ácido fólico, cobala- 
mina, ácido ascórbico, piridoxina, tiamina, niacina, riboflavina, biotina e áci- 
do pantotênico) são classificadas como solúveis em água (hidrossolúveis). 
Como são facilmente excretadas na urina, a toxicidade é rara. No entanto, as 
deficiências podem ocorrer rapidamente. Quatro vitaminas (A, D, K e E) são 
classificadas como lipossolúveis (Fig. 28.1). Elas são liberadas, absorvidas e 
transportadas (em quilomicra; ver pág. 227) com a gordura da dieta. Elas não 
são facilmente excretadas, e quantidades significativas são armazenadas no 
fígado e no tecido adiposo. De fato, o consumo excessivo de vitaminas A e D, 
acima das recomendações dietéticas de referência (ver Cap. 27), pode levar ao 
acúmulo de quantidades tóxicas desses compostos. As vitaminas são neces- 
sárias para executar funções celulares específicas. Por exemplo, muitas das 
vitaminas hidrossolúveis são precursoras de coenzimas para as enzimas do 
metabolismo intermediário. Ao contrário das vitaminas hidrossolúveis, somen- 
te uma vitamina lipossolúvel (a vitamina K) tem função de coenzima. 







Vitamina A (retinol, B-carotenos) 
Vitamina D (colecalciferol) 



















ES do complexo B J | Complexo B | de E mog io) + mena quino tas) 
Ácido ascórbico (vitamina C) [= 
Metabolismo energético | Hematopoiéticas ) Outras ) 
Tiamina (vitamina B,) Ácido fólico (vitamina Bj) Piridoxina (vitamina B;) 
Riboflavina (vitamina B,) Cobalamina (vitamina B,;) Piridoxal 
Niacina (vitamina B,) Piridoxamina 
Biotina (vitamina B,) 
Ácido pantotênico (vitamina B.) 








Figura 28.1 
Classificação das vitaminas. Por serem necessárias em quantidades menores que os macronutrientes (carboidratos, 
proteínas e lipídeos), as vitaminas são denominadas micronutrientes. 
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A di-hidrofolato-redutase é inibida competitivamente 
por metotrexato, um análogo do ácido fólico usado para 


tratar psoríase, artrite reumatoide e neoplasias. 











Figura 28.2 


Produção e uso de tetra-hidrofolato. NADP(H) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato. 








ANEMIAS 
NUTRICIONAIS 








H MICROCÍTICAS (VCM < 80) ) 





F Deficiência em ferro 
f Deficiência em piridoxina 
= Deficiência em ascorbato 





|| NORMOCÍTICAS (VCM = 80-100) ) 





= Desnutrição calórico-proteica 
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j} Deficiência em vitamina B,, 





|. Deficiência em folato 











Figura 28.3 

Classificação das anemias 
nutricionais de acordo com o 
tamanho dos eritrócitos. O volume 
corpuscular médio (VCM) normal 
para pessoas acima de 18 anos é 

de 80 a 100 um. (Nota: a anemia 
microcítica também é observada 

no envenenamento por metal pesado 
[p. ex., chumbo].) 


ÁCIDO FÓLICO (VITAMINA B,) 





O ácido fólico (ou folato), que desempenha um papel-chave no metabolismo 
dos grupos de um carbono, é essencial para a biossintese de vários com- 
postos. A deficiência de ácido fólico é provavelmente a deficiência vitamínica 
mais comum nos Estados Unidos, principalmente entre mulheres grávidas e 
entre indivíduos com alcoolismo. (Nota: os vegetais folhosos e verde-escuros 
são uma boa fonte de ácido fólico.) 


A. 


Função 


O tetra-hidrofolato (THF), a forma reduzida do folato que funciona como 
coenzima, recebe fragmentos de um carbono de doadores como seri- 
na, glicina e histidina e transfere-os para intermediários na síntese de 
aminoácidos, nucleotídeos púricos e monofosfato de timidina (TMP), um 
nucleotídeo pirimídico que é incorporado no DNA (Fig. 28.2). 


Anemias nutricionais 


A anemia é uma condição na qual o sangue apresenta concentração de 
hemoglobina abaixo do normal, o que resulta na redução da sua capaci- 
dade de transportar oxigênio (O,). As anemias nutricionais (i.e., as cau- 
sadas pela ingestão inadequada de um ou mais nutrientes essenciais) 
podem ser classificadas de acordo com o tamanho dos eritrócitos, ou 
volume corpuscular médio (VCM), observado no sangue (Fig. 28.3). A 
anemia microcítica (VCM abaixo do normal), causada pela falta de ferro, 
é a forma mais comum de anemia nutricional. A segunda categoria prin- 
cipal de anemia nutricional, macrocítica (VCM acima do normal), resulta 
de uma deficiência em ácido fólico ou vitamina B,,. (Nota: essas ane- 
mias macrocíticas são comumente chamadas de megaloblásticas, por- 
que uma deficiência de qualquer dessas vitaminas [ou de ambas] causa 
acúmulo de precursores grandes e imaturos dos eritrócitos, conhecidos 
como megaloblastos, na medula óssea e no sangue [Fig. 28.4]. São tam- 
bém observados neutrófilos hipersegmentados.) 


1. Folato e anemia. Níveis séricos inadequados de folato podem 
ser causados pelo aumento da demanda (p. ex., gestação e lacta- 
ção; ver pág. 372), má absorção causada por patologia do intestino 
delgado, alcoolismo ou tratamento com fármacos (p. ex., metotre- 
xato) que são inibidores da di-hidrofolato-redutase (ver Fig. 28.2). 
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Uma dieta sem folato pode causar deficiência em poucas semanas. 
Um resultado importante da deficiência de ácido fólico é a anemia 
megaloblástica (ver Fig. 28.4), causada pela síntese diminuída de 
nucleotídeos púricos e TMP, o que leva a uma incapacidade das 
células (incluindo precursores de eritrócitos) de produzir DNA e, por- 
tanto, incapacidade de se dividir. 


2. Folato e defeitos no tubo neural. A espinha bífida e a anence- 
falia, os defeitos mais comuns do tubo neural, afetam anualmente 
cerca de 3.000 gestações nos Estados Unidos. A suplementação 
com ácido fólico antes da concepção e durante o primeiro trimes- 
tre de gestação diminui significativamente esses defeitos. Portanto, 
há uma recomendação de que todas as mulheres em idade fértil 
consumam 0,4 mg/dia (400 ug/dia) de ácido fólico para reduzir o 
risco de defeitos no tubo neural durante a gravidez e dez vezes essa 
quantidade diária se houver uma gravidez prévia com esse proble- 
ma. Uma nutrição adequada de folato deve ocorrer no momento da 
concepção, porque o desenvolvimento crítico dependente de folato 
ocorre nas primeiras semanas do desenvolvimento fetal, período em 
que muitas mulheres ainda não têm consciência da sua gravidez. 
Em 1998, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA autorizou 
a adição de ácido fólico à farinha de trigo e a produtos de grãos en- 
riquecidos*, resultando em uma suplementação dietética de aproxi- 
madamente 0,1 mg/dia. Essa suplementação permite que cerca de 
50% de todas as mulheres em idade reprodutiva recebam 0,4 mg de 
folato, considerando-se todas as fontes. 


ll. COBALAMINA (VITAMINA B,,) 





Em humanos, a vitamina B,, é necessária para duas reações enzimáticas es- 
senciais: a remetilação da homocisteina (Hcy) em metionina e a isomerização 
da metilmalonil-coenzima A (CoA), que é produzida durante a degradação de 
alguns aminoácidos (isoleucina, valina, treonina e metionina) e ácidos graxos 
com número ímpar de átomos de carbono (Fig. 28.5). Quando a cobalamina 
é deficiente, ácidos carboxílicos de cadeia ramificada se acumulam e se in- 
corporam nas membranas celulares, incluindo as do sistema nervoso central 
(SNC). Isso pode contribuir para algumas das manifestações neurológicas da 
deficiência da vitamina B,,. (Nota: o ácido fólico [como Nº-metil-THF] tam- 
bém é necessário para a remetilação da homocisteina. Portanto, a deficiên- 
cia de B,, ou de folato resulta em níveis elevados de homocisteína.) 


A. Estrutura e formas de coenzima 


A cobalamina contém um sistema de anel de corrina que se assemelha 
ao anel de porfirina do heme (ver pág. 279), mas que difere porque dois 
anéis pirrol estão ligados diretamente em vez de por meio de uma ponte 
de meteno. O cobalto (ver pág. 407) é mantido no centro do anel de cor- 
rina por quatro ligações coordenadas com os átomos de nitrogênio dos 
grupos pirrol. Em preparações comerciais da vitamina, as demais liga- 
ções coordenadas do cobalto são feitas com o nitrogênio do 5,6-dime- 
tilbenzimidazol e com o cianeto na forma de cianocobalamina (Fig. 28.6). 
As formas de coenzima fisiológica de cobalamina são 5'-desoxiadeno- 
silcobalamina e metilcobalamina, nas quais o cianeto é substituído por 
5'-desoxiadenosina ou um grupo metila, respectivamente (ver Fig. 28.6). 


*N. de R.T.: no Brasil, a farinha de trigo passou a ser fortificada com ácido fólico a partir 
de 2002. Atualmente, uma resolução da ANVISA determina que tanto farinhas de milho 
quanto de trigo sejam enriquecidas com ácido fólico. 





Figura 28.4 

Histologia da medula óssea em 
indivíduos normais (A) e com 
deficiência de folato (B). 


A] Homocisteina N*-metiltetra- 
-hidrofolato 


Vitamina B,, 


ora (metilcobalamina) 








Figura 28.5 

A, B. Reações que necessitam de 
formas de coenzima da vitamina B,,. 
CoA = coenzima A. 
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Figura 28.6 
Estrutura da vitamina B,, (cianocobalamina) e suas formas de coenzima (metilcobalamina e 5'-desoxiadenosilcobalamina). 








B. Distribuição 


A vitamina B,, é sintetizada somente por microrganismos; não está presen- 
te nos vegetais. Os animais obtêm a vitamina pré-formada a partir de sua 
microbiota intestinal (ver pág. 371) ou comendo alimentos derivados de ou- 
tros animais. Cobalamina está presente em quantidades apreciáveis em fí- 
gado, carne vermelha, peixe, ovos, produtos lácteos e cereais fortificados. 


C. Hipótese da captura do folato 


Os efeitos da deficiência de cobalamina são mais pronunciados em célu- 
las que se dividem rapidamente, como o tecido eritropoiético da medula 
óssea e as células da mucosa intestinal. Esses tecidos necessitam das 
formas Nº,N'º-metileno-THF e N'º-formil-THF para a síntese de nucleo- 
tídeos necessários para a replicação do DNA (ver págs. 292 e 303). No 
entanto, na deficiência de vitamina B,,, a utilização da forma Nº-metil- 
-THF na metilação dependente de B,, de homocisteína para metionina 
está prejudicada. Uma vez que a forma metilada não pode ser convertida 
diretamente em outras formas de THF, o folato é capturado na forma 
Nº-metil-THF que se acumula. Os níveis das outras formas diminuem. 
Assim, a deficiência de cobalamina conduz à deficiência das formas de 
THF necessárias para a síntese de purinas e de TMP, resultando nos 
sintomas de anemia megaloblástica. 


D. Indicações clínicas para cobalamina 


Ao contrário de outras vitaminas hidrossolúveis, quantidades significa- 
tivas (2 a 5 mg) de vitamina B,, são armazenadas no organismo. Como 
resultado, pode demorar vários anos para que os sintomas clínicos da 
deficiência de B,, se desenvolvam como resultado da diminuição da 
ingestão de vitamina. (Nota: a deficiência acontece muito mais rapida- 
mente [em meses] se a absorção é prejudicada [ver abaixo]. O teste de 
Schilling avalia a absorção de B,,.) A deficiência de B,, pode ser determi- 





Figura 28.7 nada pelo nível de ácido metilmalônico no sangue, que está elevado em 
Absorção de vitamina B,,. (Nota: a indivíduos com baixa ingestão ou diminuição da absorção da vitamina. 
iberação de B,, dependente de ácido 
de alimentos não é mostrada.) 

FI = fator intrínseco. 


1. Anemia perniciosa. A deficiência de vitamina B,, é mais comu- 
mente observada em pacientes que não absorvem a vitamina do 
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intestino (Fig. 28.7). A vitamina B,, é liberada de alimentos no am- 
biente ácido do estômago. (Nota: a má absorção de cobalamina 
nos idosos é, muitas vezes, devido à secreção reduzida de ácido 
gástrico [acloridrial.) A vitamina B,, livre se liga a uma glicoproteína 
(proteina R ou haptocorrina), e o complexo se move para o intestino. 
A vitamina B,, é liberada da proteína R por enzimas pancreáticas e 
liga-se a outra glicoproteína, o fator intrínseco (FI). O complexo de 
cobalamina-FI percorre o intestino e se liga a um receptor (cubilina) 
na superfície das células da mucosa no íleo. A cobalamina é trans- 
portada para a célula mucosa e, posteriormente, para a circulação 
geral, onde é transportada pela sua proteina de ligação (transcoba- 
lamina). A vitamina B,, é captada e armazenada no fígado, princi- 
palmente. É liberada para a bile e, de maneira eficiente, reabsorvi- 
da no íleo. Uma má absorção grave de vitamina B,, leva à anemia 
perniciosa. Esta doença é mais comumente o resultado de uma 
destruição autoimune das células parietais gástricas responsáveis 
pela síntese do FI (a falta do Fl impede a absorção de vitamina B,,). 
(Nota: pacientes que tiveram uma gastrectomia parcial ou total tor- 
nam-se deficientes em Fl e, portanto, deficientes em B,,.) Indivíduos 
com deficiência de cobalamina geralmente são anêmicos (a recicla- 
gem de folato fica prejudicada) e apresentam sintomas neuropsi- 
quiátricos à medida que a doença se desenvolve. Os efeitos sobre 
o SNC são irreversíveis. A anemia perniciosa requer um tratamento 
por toda a vida com doses elevadas de B,, oral ou injeção intramus- 
cular de cianocobalamina. (Nota: a suplementação funciona mesmo 
na ausência de FI porque cerca de 1% da absorção de B,, é por 
difusão independente de FI.) 





malidades hematológicas da deficiência de B,, e mascarar a deficiência 
de cobalamina. Assim, para prevenir os efeitos posteriores da deficiên- 
cia de B,, no SNC, a terapia para a anemia megaloblástica é iniciada 
com vitamina B,, e ácido fólico até que a causa da anemia possa ser 


A suplementação com ácido fólico pode reverter parcialmente as anor- 
determinada. 





IV. ÁCIDO ASCÓRBICO (VITAMINA C) 





A forma ativa da vitamina C é o ácido ascórbico (Fig. 28.8). Sua função prin- 
cipal é como um agente redutor. A vitamina C é uma coenzima em reações 
de hidroxilação (p. ex., hidroxilação de resíduos de prolina e lisina no colá- 
geno; ver pág. 47), onde seu papel é manter o ferro (Fe) das hidroxilases na 
forma reduzida, como íon ferroso (Fe). Assim, a vitamina C é necessária 
para a manutenção do tecido conjuntivo normal, bem como para a cicatri- 
zação de feridas. A vitamina C também facilita a absorção pelo intestino de 
ferro não heme da dieta, pela redução da forma de íon férrico (Fe?) para Fe"? 
(ver pág. 403). 


A. Deficiência 


A deficiência de ácido ascórbico resulta em escorbuto, uma doença 
caracterizada por gengivas doloridas e esponjosas, dentes soltos, va- 
sos sanguíneos frágeis, hemorragia, articulações inchadas, alterações 
ósseas e fadiga (Fig. 28.9). Muitos dos sintomas da deficiência podem 
ser explicados pela diminuição da hidroxilação do colágeno, resultando 
em tecido conjuntivo defeituoso. Também pode ser observada uma ane- 
mia microcítica causada pela diminuição da absorção de ferro. 
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Figura 28.8 
Estrutura do ácido ascórbico. 





Figura 28.9 
Manifestações orais em um paciente 
com escorbuto. 
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Figura 28.10 


Estruturas da vitamina B, e do 
fármaco isoniazida, utilizado contra 
a tuberculose. 
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Figura 28.11 

A. Estrutura da tiamina e sua forma 
de coenzima, a tiamina-pirofosfato. 
B. Estrutura do intermediário formado 
na reação catalisada pela piruvato- 
-desidrogenase. C. Estrutura do 
intermediário formado na reação 
catalisada pela a-cetoglutarato- 
-desidrogenase. AMP = monofosfato 
de adenosina. 


B. Prevenção de doença crônica 


A vitamina C é um nutriente de um grupo que inclui a vitamina E (ver 
pág. 395) e o B-caroteno (ver pág. 386), conhecidos por sua função an- 
tioxidante. (Nota: a vitamina C regenera a forma funcional e reduzida da 
vitamina E.) O consumo de dietas ricas nesses compostos está associa- 
do a uma diminuição da incidência de algumas doenças crônicas, como 
doenças cardiovasculares e certos tipos de câncer. No entanto, testes 
clínicos envolvendo a suplementação com antioxidantes isolados têm 
falhado em demonstrar qualquer efeito preventivo convincente. 


V. PIRIDOXINA (VITAMINA B,) 





Vitamina B, é um termo coletivo para piridoxina, piridoxal e piridoxamina, 
todos derivados da piridina. Diferem apenas quanto à natureza do grupo 
funcional ligado ao anel (Fig. 28.10). A piridoxina ocorre principalmente nas 
plantas, ao passo que o piridoxal e a piridoxamina são encontrados em ali- 
mentos de origem animal. Todos os três compostos podem servir como pre- 
cursores da coenzima biologicamente ativa, o piridoxal-fosfato (PLP). PLP 
funciona como uma coenzima para um grande número de enzimas, parti- 
cularmente aquelas que catalisam reações envolvendo aminoácidos, como 
na transulfuração de homocisteina para cisteína (ver pág. 264). (Nota: o PLP 
também é requerido pela glicogênio-fosforilase [veja p. 128].) 


Tipo de reação Exemplo 


Transaminação Oxalacetato + glutamato = 
aspartato + a-cetoglutarato 
Desaminação Serina — piruvato + NH, 


Descarboxilação Histidina — histamina + CO, 


Glicina + succinil-CoA — 
ácido ô-aminolevulínico 


Condensação 


A. Indicações clínicas de piridoxina 


A isoniazida, um fármaco comumente usado para tratar a tuberculose, 
pode induzir uma deficiência de vitamina B, formando um derivado inativo 
com PLP. Assim, a suplementação dietética com vitamina B, é um com- 
plemento ao tratamento com isoniazida. Por outro lado, deficiências de pi- 
ridoxina na dieta são raras, mas têm sido observadas em recém-nascidos 
alimentados com leite em pó com baixos níveis de B,, em mulheres que 
fazem uso de contraceptivos orais e em indivíduos com alcoolismo. 


B. Toxicidade 


A vitamina B, é a única vitamina hidrossolúvel com toxicidade significa- 
tiva. Os sintomas neurológicos (neuropatia sensorial) ocorrem em doses 
superiores a 500 mg/dia, uma quantidade quase 400 vezes a dose diária 
recomendada (DDR) e mais de 5 vezes o limite superior tolerável (UL). 
(Ver Cap. 27 para uma discussão sobre dose diária recomendada e limite 
superior.) Uma melhora substancial, mas não a recuperação completa, 
ocorre quando a vitamina é suspensa. 


VI. TIAMINA (VITAMINA B,) 





O pirofosfato de tiamina (TPP, do inglês thiamine pyrophosphate) é a forma 
biologicamente ativa da vitamina, formada pela transferência de um grupo pi- 
rofosfato do ATP para a tiamina (Fig. 28.11). O pirofosfato de tiamina serve 
como coenzima na formação ou na degradação de a-cetóis pela transcetolase 
(Fig. 28.124) e na descarboxilação oxidativa dos a-cetoácidos (Fig. 28.12B). 
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A. Indicações clínicas para a tiamina 


A descarboxilação oxidativa de piruvato e de a-cetoglutarato, que de- 
sempenha um papel fundamental no metabolismo energético da maioria 
das células, é particularmente importante nos tecidos do SNC. Na defi- 
ciência da tiamina, as atividades dessas duas desidrogenases estão di- 
minuídas, resultando na diminuição da produção de ATP e, dessa forma, 
em prejuizo na função celular. O TPP também é requerido pela desidro- 
genase de a-cetoácidos de cadeia ramificada do músculo (ver pág. 266). 
(Nota: é a descarboxilase de cada um desses complexos multienzimáti- 
cos de desidrogenase de a-cetoácidos que requer TPP.) A deficiência de 
tiamina é diagnosticada pelo aumento na atividade da transcetolase em 
eritrócitos, observado após a adição de TPP. 


1. Beribéri. Esta sindrome de deficiência grave de tiamina é obser- 
vada em áreas onde o arroz polido é o principal componente da 
dieta. Beribéri adulto é classificado como seco (caracterizado por 
neuropatia periférica, especialmente nas pernas) ou úmido (caracte- 
rizado por edema devido à miocardiopatia dilatada). 


2. Síndrome de Wernicke-Korsakoff. Nos Estados Unidos, a defi- 
ciência de tiamina, que é encontrada principalmente em associação 
a alcoolismo crônico, é devida à insuficiência dietética ou à diminui- 
ção na absorção intestinal da vitamina. Alguns indivíduos com alcoo- 
lismo desenvolvem a síndrome de Wernicke-Korsakoff, um estado de 
deficiência de tiamina caracterizado por confusão mental, ataxia de 
marcha, nistagmo (movimento de ida e volta dos globos oculares) e 
oftalmoplegia (fraqueza dos músculos oculares) com encefalopatia 
de Wernicke, bem como problemas de memória e alucinações com 
demência de Korsakoff. A síndrome é tratável com suplementação de 
tiamina, mas a recuperação da memória é geralmente incompleta. 


VII. NIACINA (VITAMINA B.) 





Niacina, ou ácido nicotínico, é um derivado substituído da piridina. As formas 
de coenzima biologicamente ativas são o nicotinamida-adenina-dinucleoti- 
deo (NAD') e seu derivado fosforilado, nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 
fosfato (NADP”), como mostrado na Figura 28.13. A nicotinamida, um deri- 
vado do ácido nicotínico que contém uma amida substituindo um grupo car- 
boxila, também ocorre na dieta. A nicotinamida é rapidamente desaminada 
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Figura 28.12 

Reações que utilizam pirofosfato 
de tiamina (TPP, do inglês thiamine 
pyrophosphate) como coenzima. 

A. Transcetolase. B. Piruvato- 
-desidrogenase e a-cetoglutarato- 
-desidrogenase. (Nota: o TPP também 
é utilizado pela desidrogenase de 
a-cetoácidos de cadeia ramificada.) 
P = fosfato; CoA = coenzima A; 
CO, = dióxido de carbono. 
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Estrutura e biossíntese das formas oxidadas de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NAD') e nicotinamida-adenina- 


-dinucleotídeo fosfato (NADP *). ADP = difosfato de adenosina. 
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Redução de nicotinamida-adenina- 
-dinucleotídeo oxidado (NAD*) para 
NADH. (Nota: o íon hidreto consiste 
em um átomo de hidrogênio [H] mais 
um elétron.) ® = fosfato. 


no organismo e, dessa forma, é nutricionalmente equivalente ao ácido nico- 
tínico. NAD* e NADP * servem como coenzimas em reações de oxidação- 
-redução, em que a coenzima sofre redução do anel piridina ao aceitar dois 
elétrons a partir de um íon hidreto, conforme mostrado na Figura 28.14. As 
formas reduzidas do NAD* e do NADP* são NADH e NADPH, respectivamen- 
te. (Nota: um metabólito de triptofano, quinolinato, pode ser convertido em 
NAD[P]. Em comparação, 60 mg de triptofano = 1 mg de niacina.) 


A. Distribuição 


A niacina é encontrada em grãos enriquecidos e não refinados, em 
cereais, no leite e em carnes magras (especialmente no fígado). 


Indicações clínicas para a niacina 


1. Deficiência. A deficiência de niacina causa pelagra, uma doença 
envolvendo a pele, o trato gastrintestinal e o SNC. Os sintomas de 
progressão da pelagra compreendem três Ds: dermatite (fotossen- 
sível), diarreia e demência. Se não for tratada, ocorre a morte. A 
doença de Hartnup, caracterizada por absorção defeituosa de trip- 
tofano, pode resultar em sintomas similares aos da pelagra. (Nota: 
o milho é pobre em niacina e triptofano. Dietas baseadas em milho 


podem causar pelagra.) 


Tratamento da hiperlipidemia. A niacina em doses de 1,5 g/dia, ou 
100 vezes a quantidade diária recomendada, inibe fortemente a lipó- 
lise no tecido adiposo, o principal produtor de ácidos graxos livres na 
circulação. O fígado normalmente utiliza esses ácidos graxos livres 
circulantes como precursores para a síntese de triacilgliceróis (TAGs). 
Assim, a niacina causa diminuição da síntese hepática de TAGs, ne- 
cessários para a produção da lipoproteína de densidade muito bai- 
xa ([VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins] ver pág. 230). A 
lipoproteína de densidade baixa ([LDL,do inglês /ow-density lipopro- 
teins] a lipoproteina rica em colesterol) é derivada da VLDL no plas- 
ma. Assim, são diminuídos no plasma tanto o triacilglicerol (na VLDL) 
como o colesterol (na LDL). Dessa forma, a niacina é especialmente 
útil no tratamento da hiperlipoproteinemia do tipo Ilb, na qual VLDL 
e LDL estão elevadas. As doses elevadas de niacina necessárias po- 
dem provocar um rubor agudo mediado por prostaglandina. O ácido 
acetilsalicílico pode reduzir esse efeito colateral inibindo a síntese de 
prostaglandinas (ver pág. 214). Também pode ocorrer prurido. (Nota: 
a niacina aumenta a lipoproteína de densidade alta [HDL, do inglês 
high-density lipoprotein] e reduz os níveis de Lpfa] [ver pág. 237].) 
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Figura 28.15 


Estrutura e biossíntese das formas oxidadas de flavina-mononucleotídeo e de flavina-adenina-dinucleotídeo. 


ADP = difosfato de adenosina; PP, = pirofosfato. 
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VIII. RIBOFLAVINA (VITAMINA B,) 





As duas formas biologicamente ativas são flavina-mononucleotídeo (FMN) e 
flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD), formadas pela transferência da porção 
monofosfato de adenosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate) do 
ATP para o FMN (Fig. 28.15). O FMN e o FAD são capazes de aceitar rever- 
sivelmente dois átomos de hidrogênio, formando FMNH, ou FADH,, respec- 
tivamente. FMN e FAD são ligados firmemente, às vezes covalentemente, a 
flavoenzimas (p. ex., NADH-desidrogenase [FMN] e succinato-desidrogenase 
[FAD]) que catalisam a oxidação ou redução de um substrato. A deficiência 
de riboflavina não está associada a qualquer doença humana importante, 
embora frequentemente acompanhe deficiências de outras vitaminas. Os 
sintomas da deficiência incluem dermatite, queilose (fissuras nos cantos da 
boca) e glossite (a língua fica com aparência lisa e escura). (Nota: como a ri- 
boflavina é sensível à luz, a fototerapia para hiperbilirrubinemia [ver pág. 285] 
pode exigir suplementação com a vitamina.) 


IX. BIOTINA (VITAMINA B,) 





A biotina é uma coenzima nas reações de carboxilação, nas quais serve como 
carreadora do dióxido de carbono (CO,) ativado (ver na Fig. 10.3, pág. 119, o 
mecanismo das carboxilações dependentes de biotina). A biotina liga-se co- 
valentemente ao grupo -amino de resíduos de lisina nas enzimas dependen- 
tes de biotina (Fig. 28.16). A deficiência de biotina não ocorre naturalmente, 
porque a vitamina está amplamente distribuída nos alimentos. Além disso, 
uma grande porcentagem da biotina necessária para os humanos é suprida 
por bactérias intestinais. Entretanto, a adição de claras de ovos cruas à dieta 
como fonte de proteína induz sintomas de deficiência de biotina, isto é, der- 
matite, perda de cabelo, perda de apetite e náusea. A clara de ovo crua con- 
tém a glicoproteína avidina, que se liga fortemente à biotina e impede a sua 
absorção pelo intestino. No entanto, com uma dieta normal, estima-se que 
seriam necessários 20 ovos por dia para induzir uma síndrome de deficiência. 
(Nota: a inclusão de ovos crus na dieta não é recomendada devido à possibili- 
dade de salmonelose, causada por infecção com Salmonella enterica.) 





cidade de adicionar biotina a carboxilases durante a sua síntese ou de 
removê-la durante a sua degradação. O tratamento consiste em suple- 


A deficiência múltipla de carboxilases resulta da diminuição da capa- 
mentação com biotina. 





X. ÁCIDO PANTOTÊNICO (VITAMINA B,) 





O ácido pantotênico é um componente da coenzima A (CoA) que atua na trans- 
ferência de grupos acila (Fig. 28.17). A coenzima A contém um grupo tiol que 
transporta os compostos acila como ésteres de tiol ativados. Exemplos de tais 
estruturas são succinil-CoA, acil-CoA graxo e acetil-CoA. O ácido pantotênico é 
também um componente do domínio proteína carreadora de acila da ácido gra- 
xo-sintase (ver pág. 184). Os ovos, o fígado e as leveduras são as fontes mais 
importantes de ácido pantotênico, embora esta vitamina esteja amplamente 
distribuída. A deficiência de ácido pantotênico não está bem caracterizada em 
humanos, e não existe uma quantidade diária recomentada (QDR) estabelecida. 


XI. VITAMINA A 





A vitamina A é uma vitamina lipossolúvel que é obtida principalmente de fontes 
animais, na forma de retinol (vitamina A pré-formada), um retinoide. Os retinoi- 











Porção proteica da enzima: 
acetil-carboxilase 
propionil-carboxilase 
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Biotina ligada a uma enzima 





Figura 28.16 

A. Estrutura da biotina. B. Biotina 
igada covalentemente a um resíduo 
de lisina de uma enzima dependente 
de biotina. CO, = dióxido de carbono. 
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Figura 28.17 
Estrutura da coenzima A. 
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Figura 28.18 
Estrutura dos retinoides. 





des, uma família de moléculas estruturalmente relacionadas, são essenciais 
para a visão, a reprodução, o crescimento e a manutenção de tecidos epite- 
liais. Eles também são importantes na função imunológica. O ácido retinoico, 
derivado da oxidação do retinol, medeia a maioria das ações dos retinoides, 
exceto para a visão, que depende do retinal, o derivado aldeídico do retinol. 


A. 


Estrutura 


Os retinoides incluem as formas naturais de vitamina A, retinol e seus 
metabólitos (Fig. 28.18) e formas sintéticas (fármacos). 


1. Retinol. Álcool primário que contém um anel B-ionona com cadeia 
lateral insaturada, o retinol é encontrado em tecidos animais como 
um éster retinila com ácidos graxos de cadeia longa. É a forma de 
armazenamento da vitamina A. 


2. Retinal. É o aldeído derivado da oxidação do retinol. O retinal e o 
retinol podem ser facilmente interconvertidos. 


3. Ácido retinoico. É o ácido derivado da oxidação do retinal. O 
ácido retinoico não pode ser reduzido no organismo e, assim, não 
pode originar retinal ou retinol. 


4. B-caroteno. Os alimentos vegetais contêm B-caroteno (pró-vita- 
mina A), que pode ser clivado oxidativamente e simetricamente no 
intestino para produzir duas moléculas de retinal. Em humanos, a 
conversão é ineficiente, e a atividade de vitamina A do p-caroteno é 
cerca de 1/12 daquela do retinol. 


Absorção e transporte para o fígado 


Os ésteres de retinila da dieta são hidrolisados na mucosa intestinal, 
liberando retinol e ácidos graxos livres (Fig. 28.19). O retinol, derivado 
de ésteres e da redução do retinal obtido da clivagem de P-caroteno, é 
reesterificado a ácidos graxos de cadeia longa dentro dos enterócitos e 
secretado como um componente de quilomicra no sistema linfático. Os 
ésteres de retinila contidos nos remanescentes de quilomicra são capta- 
dos pelo fígado e nele armazenados. (Nota: todas as vitaminas liposso- 
lúveis são transportadas em quilomicra.) 


Liberação a partir do fígado 


Quando necessário, o retinol é liberado do fígado e transportado por meio 
do sangue para tecidos extra-hepáticos ligado à proteína de ligação ao 
retinol complexada com transtirretina (ver Fig 28.19). O complexo ternário 
liga-se a uma proteína de transporte na superfície das células dos tecidos 
periféricos, permitindo que o retinol entre. Uma proteína intracelular de 
ligação ao retinol transporta retinol para locais no núcleo onde a vitamina 
regula a transcrição de maneira análoga à dos hormônios esteroides. 


Mecanismo de ação do ácido retinoico 


O retinol é oxidado a ácido retinoico. O ácido retinoico liga-se com alta 
afinidade a proteínas receptoras específicas (receptores de ácido reti- 
noico [RAR]), no núcleo de células-alvo, como as células epiteliais (Fig. 
28.20). O complexo de ácido retinoico-RAR ativado liga-se aos elemen- 
tos de resposta no DNA e recruta ativadores ou repressores para regular 
a síntese de RNA retinoide-específico, resultando no controle da produ- 
ção de proteínas específicas que medeiam várias funções fisiológicas. 
Por exemplo, os retinoides controlam a expressão do gene da queratina 
na maior parte dos tecidos epiteliais do corpo. (Nota: as proteínas RAR 
fazem parte da superfamília dos reguladores transcricionais que inclui os 
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Figura 28.19 

Absorção, transporte e armazenamento da vitamina A e de seus derivados. (Nota: o B-caroteno é um carotenoide, 
um pigmento vegetal com atividade antioxidante.) RBP = proteína de ligação ao retinol; TTR = transtirretina; 

RAR = receptor de ácido retinoico; CoA = coenzima A; RNAm = RNA mensageiro. 
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Figura 28.20 

Ação dos retinoides. (Nota: o 
complexo ácido retinoico-receptor 
forma um dímero, mas é mostrado 
como monômero para simplificar.) 
TTR = transtirretina; RBP = proteína 
de ligação ao retinol; RNAm = RNA 
mensageiro. 


receptores nucleares para esteroides, hormônios tireoidianos e vitamina 
D, que funcionam todos de forma semelhante [ver pág. 240].) 


Funções 


1. Ciclo visual. A vitamina A é componente dos pigmentos visuais 
das células cones e bastonetes. A rodopsina, o pigmento visual dos 
bastonetes na retina, consiste em 11-cis-retinal ligado à proteina 
opsina (ver Fig. 28.19). Quando a rodopsina, um receptor acoplado 
à proteína G, é exposta à luz, ocorre uma série de isomerizações 
fotoquímicas, as quais resultam no desbotamento da rodopsina 
e na liberação de retinal todo-trans e opsina. Esse processo ativa 
transdução pela proteína G, originando um impulso nervoso, que 
é transmitido pelo nervo óptico para o encéfalo. A regeneração da 
rodopsina necessita da isomerização do todo-trans-retinal, for- 
mando novamente o 11-cis-retinal. Todo-trans-retinal é reduzido a 
todo-trans-retinol, esterificado e isomerizado a 11-cis-retinol, que 
é oxidado para 11-cis-retinal. O último combina-se com a opsina, 
para formar a rodopsina, completando o ciclo. Reações similares 
são responsáveis pela visão de cores nos cones. 


2. Manutenção da célula epitelial. A vitamina A é essencial para a 
diferenciação normal dos tecidos epiteliais e secreção de muco e, as- 
sim, faz parte da barreira do organismo contra agentes patogênicos. 


3. Reprodução. O retinol e o retinal são essenciais para a reprodu- 
ção normal, mantendo a espermatogênese nos machos e preve- 
nindo a reabsorção fetal nas fêmeas. O ácido retinoico é inativo na 
manutenção da reprodução e no ciclo visual, mas promove o cres- 
cimento e a diferenciação das células epiteliais. 


Distribuição 
Fígado, rim, nata, manteiga e gema de ovo são boas fontes de vitamina 


A pré-formada. Frutas e vegetais amarelos, laranjados e verde-escuros 
são boas fontes de carotenos (provitamina A). 


Necessidades 


A quantidade diária recomentada (QDR) para adultos é 900 equivalentes 
de atividade de retinol (ER) para indivíduos do sexo masculino e 700 ER 
para indivíduos do sexo feminino. Em comparação, 1 ER = 1 ug de reti- 
nol, 12 ug de B-caroteno ou 24 ug de outros carotenoides. 


Indicações clínicas de vitamina A 


Embora relacionados quimicamente, o ácido retinoico e o retinol apresen- 
tam aplicações terapêuticas bastante distintas. O retinol e seus precursores 
carotenoides são utilizados como suplementos dietéticos, ao passo que 
várias formas do ácido retinoico são usadas na dermatologia (Fig. 28.21). 


1. Deficiência. A vitamina A, administrada como retinol ou ésteres 
de retinila, é utilizada para o tratamento de pacientes deficientes 
nessa vitamina. A cegueira noturna (nictalopia) é um dos primeiros 
sinais de deficiência de vitamina A. O limiar visual fica aumentado, 
dificultando a visualização na luz fraca. A deficiência prolongada 
leva à perda irreversível do número de células visuais. A deficiên- 
cia grave leva à xeroftalmia, conjuntiva e córnea patologicamente 
secas, causada, em parte, pelo aumento da síntese da queratina. 
Se não for tratada, a xeroftalmia resulta em ulceração da córnea e, 
por fim, em cegueira, devido à formação de tecido de cicatrização 
opaco. Essa condição é mais comumente observada em crianças 
de países tropicais em desenvolvimento. Mais de 500.000 crianças 
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Figura 28.21 
Resumo das ações dos retinoides. Os compostos em 
ou como agentes farmacológicos. 


estão disponíveis como componentes dietéticos 


no mundo todo se tornam cegas, a cada ano, devido à xeroftalmia 
causada por deficiência de vitamina A na dieta. 


2. Condições da pele. Problemas dermatológicos como a acne são 
efetivamente tratados com ácido retinoico ou seus derivados (ver Fig. 
28.21). Casos leves de acne e envelhecimento da pele são tratados 
com tretinoína (ácido retinoico todo-trans). A tretinoína é muito tóxica 
para a administração sistêmica (oral) no tratamento de alterações de 
pele e é limitada à aplicação tópica. (Nota: a tretinoina oral é utiliza- 
da no tratamento da leucemia promielocítica aguda.) Em pacientes 
com acne cística recalcitrante grave que não responde às terapias 
convencionais, a isotretinoína (13-cis-ácido retinoico) é administrada 
oralmente. Um retinoide sintético oral é usado para tratar a psoríase. 


I. Toxicidade retinoide 


1. Vitamina A. Ingestão excessiva de vitamina A (mas não de ca- 
roteno) produz uma síndrome tóxica denominada hipervitaminose 
A. Quantidades que excedam 7,5 mg/dia de retinol devem ser evi- 
tadas. Os sinais iniciais de hipervitaminose A crônica refletem-se 
na pele, que torna-se seca e prurítica (devido a uma diminuição da 
síntese de queratina); no fígado, que apresenta aumento e pode 
tornar-se cirrótico; e no sistema nervoso central, no qual um aumen- 
to da pressão intracraniana pode mimetizar sintomas de tumor en- 
cefálico. Gestantes, especialmente, não devem ingerir quantidades 
excessivas de vitamina A, em função do seu potencial teratogênico 
(causando malformações congênitas no feto em desenvolvimento). 
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Figura 28.22 

Fontes de vitamina D. As vitaminas 
D, e D, são primeiro convertidas 
em calcidiol e depois em 

calcitriol (vitamina D ativa). (Nota: 
7-desidrocolesterol [provitamina D.] 
está diminuído na pele de adultos 
mais velhos.) 


XII. 


O limite superior tolerável (UL) é de 3.000 ug de vitamina A pré- 
-formada/dia. (Nota: a vitamina A promove o crescimento ósseo. 
Em excesso, no entanto, está associada à diminuição da densidade 
mineral óssea e ao aumento do risco de fraturas.) 


Isotretinoína. O fármaco, um isômero do ácido retinoico, é tera- 
togênico e absolutamente contraindicado para mulheres que po- 
tencialmente possam engravidar, a não ser que apresentem acne 
cística desfigurante e grave e que não responda às terapias con- 
vencionais. A gestação deve ser excluída antes de iniciar o trata- 
mento, e um controle contraceptivo deve ser utilizado. O tratamento 
prolongado com isotretinoína pode resultar em aumento de TAG e 
colesterol, gerando certa preocupação com um risco aumentado de 
doença cardiovascular. 


VITAMINA D 





As vitaminas D constituem um grupo de esteroides que apresentam funções 
similares às dos hormônios. A molécula ativa, 1,25-di-hidroxicolecalciferol 
([1,25-diOH-D.] ou calcitriol) liga-se a receptores intracelulares. O complexo 
receptor-1,25-diOH-D, interage com elementos de resposta no DNA nuclear 
das células-alvo de uma maneira semelhante à da vitamina A (ver Fig. 28.20) e 
estimula ou reprime a transcrição genética seletivamente. As ações mais proe- 
minentes do calcitriol são para regular os níveis séricos de cálcio e fósforo. 


A. Distribuição 


15 


Precursor endógeno da vitamina. O 7-desidrocolesterol, um 
intermediário na síntese do colesterol, é convertido em colecalcife- 
rol na derme e epiderme de seres humanos expostos à luz solar e 
transportado para o fígado ligado à proteína de ligação à vitamina D. 


Dieta. O ergocalciferol (vitamina D,), encontrado em plantas, e o 
colecalciferol (vitamina D,), encontrado em tecidos animais, são fon- 
tes de atividade de vitamina D pré-formada (Fig. 28.22). A vitamina 
D, e a vitamina D, diferem quimicamente apenas na presença de 
uma ligação dupla adicional e um grupo metila no esterol vegetal. 
A vitamina D dietética é embalada em quilomicra. (Nota: a vitamina 
D pré-formada é uma necessidade dietética apenas em indivíduos 
com exposição limitada à luz solar.) 


B. Metabolismo 


EN 


Formação de 1,25-di-hidroxicolecalciferol. Vitaminas D, e D, 
não são biologicamente ativas, mas são convertidas in vivo em cal- 
citriol, a forma ativa da vitamina D, por duas reações de hidroxilação 
sequenciais (Fig. 28.23). A primeira hidroxilação ocorre na posição 
25 e é catalisada por uma 25-hidroxilase específica, no fígado. O 
produto da reação, 25-hidroxicolecalciferol ([25-0H-D.] calcidiol), 
é a forma predominante da vitamina D no soro e a principal for- 
ma de armazenamento da vitamina. O 25-0H-D, é posteriormente 
hidroxilado na posição 1 pela 25-hidroxicolecalciferol-1-hidroxila- 
se, encontrada principalmente no rim, resultando na formação de 
1,25-diOH-D, (calcitriol). (Nota: ambas as hidroxilases são proteínas 
da família citocromo P450 [ver pág. 149].) 


Regulação da hidroxilação. O calcitriol é o metabólito da vita- 
mina D mais potente. A sua formação é fortemente regulada pelo 
nível de fosfato sérico (PO,”) e íons cálcio (Ca), como mostrado na 
Figura 28.24. A atividade da 25-hidroxicolecalciferol-1 -hidroxilase é 
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Metabolismo e ações da vitamina D. (Nota: a calcitonina, um hormônio da tireoide, diminui o cálcio [Ca?'] no sangue, 
reduzindo a mobilização a partir do osso, a absorção do intestino e a reabsorção pelo rim. Ela se opõe às ações do 
PTH.) RNAm = RNA mensageiro; 25-0H-D, = 25-hidroxicolecalciferol; 1,25-diOH-D, = 1,25-di-hidroxicolecalciferol. 
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Figura 28.24 

Resposta ao baixo cálcio sérico. 
1,25-diOH-D, = 1,25-di- 
-hidroxicolecalciferol. (Nota: o 
calcitriol também aumenta a 
absorção intestinal e a reabsorção 
renal de fosfato. Em contrapartida, 
o PTH diminui a reabsorção renal de 
fosfato.) 





aumentada diretamente pelo baixo PO,” sérico ou indiretamente 
pelo baixo Ca? sérico, que desencadeia a secreção de hormônio 
paratireoide (ou paratormônio, PTH) das células principais da glân- 
dula paratireoide. O PTH estimula a 1-hidroxilase. Assim, a hipocal- 
cemia causada por insuficiência de Ca” na dieta resulta em níveis 
elevados de 1,25-diOH-D, no soro. (Nota: 1,25-diOH-D, inibe a ex- 
pressão de PTH, formando uma alça de retroalimentação negativa. 
1,25-diOH-D, também inibe a atividade da 1-hidroxilase.) 


C. Função 


E. 


A função geral do calcitriol é manter níveis séricos adequados de Ca”. 
Ele realiza essa função por 1) aumentar a absorção de Ca” pelo intesti- 
no; 2) minimizar a perda de Ca? pelo rim, aumentando a reabsorção; e 
3) estimular a reabsorção (desmineralização) do osso quando o Ca? no 
sangue está baixo (ver Fig. 28.23). 


1. Efeito no intestino. Calcitriol estimula a absorção intestinal de 
Ca“ entrando na célula intestinal e ligando-se a um receptor cito- 
sólico. O complexo 1,25-diOH-D,-receptor move-se então para o 
núcleo, onde interage seletivamente com elementos de resposta 
no DNA. Como resultado, a absorção de Ca™ é aumentada pelo 
aumento da expressão da proteína ligante de cálcio, calbindina. As- 
sim, o mecanismo de ação do 1,25-diOH-D, é típico dos hormônios 
esteroides (ver pág. 240). 


2. Efeito no osso. O osso é composto por colágeno e cristais de 
Cas(PO,)OH (hidroxiapatita). Quando os níveis de Ca” no sangue 
estão baixos, o 1,25-diOH-D, estimula a reabsorção óssea por um 
processo que é aumentado pelo PTH. O resultado é um aumento no 
Ca?'sérico. Assim, os ossos são reservas importantes de Gar, que po- 
dem ser mobilizadas para manter seus níveis séricos. (Nota: PTH e 
calcitriol também trabalham juntos para prevenir a perda renal de Ca”) 


Distribuição e necessidades 


A vitamina D ocorre naturalmente em peixes gordurosos, fígado e gema 
de ovo. O leite, a menos que seja fortificado artificialmente, não é boa 
fonte dessa vitamina. A DDR para indivíduos de 1 a 70 anos é de 15 ug/ 
dia e 20 ug/dia se tiver mais de 70 anos de idade. Os especialistas dis- 
cordam, no entanto, em relação ao nível ótimo de vitamina D necessário 
para manter a saúde. (Nota: 1 ug vitamina D = 40 unidades internacionais 
[UI.) Como o leite materno é uma fraca fonte de vitamina D, recomenda- 
-se a suplementação para bebês amamentados. 


Indicações clínicas de vitamina D 


1. Raquitismo nutricional. A deficiência de vitamina D causa a efetiva 
desmineralização dos ossos, resultando em raquitismo nas crianças 
e em osteomalácia nos adultos (Fig. 28.25). O raquitismo caracteriza- 
-se pela formação contínua da matriz de colágeno dos ossos, mas 
com mineralização incompleta, resultando em ossos flexíveis e ma- 
leáveis. Na osteomalácia, a desmineralização de ossos preexisten- 
tes aumenta a suscetibilidade a fraturas. Exposição insuficiente à luz 
solar e/ou deficiência no consumo de vitamina D ocorrem predomi- 
nantemente em bebês e idosos. A deficiência de vitamina D é mais 
comum nas latitudes norte, pois ocorre menor síntese de vitamina 
D na pele como resultado da exposição reduzida à luz ultravioleta. 
(Nota: as mutações com perda de função no receptor de vitamina D 
resultam em raquitismo hereditário, com deficiência de vitamina D.) 
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XIII. 


2. Osteodistrofia renal. A doença renal crônica causa diminuição 
da capacidade de formar vitamina D, bem como maior retenção de 
PO, resultando em hiperfosfatemia e hipocalcemia. O baixo teor 
de Ca” no sangue causa aumento do PTH e desmineralização óssea 
associada, com liberação de Ca?” e PO,”. A suplementação com 
vitamina D é uma terapia eficaz. No entanto, a suplementação deve 
ser acompanhada de uma terapia de redução de Po,” para evitar 
mais perda óssea e precipitação de cristais de fosfato de cálcio. 


3. Hipoparatireoidismo. A ausência do PTH causa hipocalcemia e 
hiperfosfatemia. (Nota: PTH aumenta a excreção de fosfato.) Esses 
pacientes podem ser tratados com suplementação de vitamina D e 
cálcio. 


Toxicidade 


Como as demais vitaminas lipossolúveis, a vitamina D pode ser arma- 
zenada no organismo, sendo apenas vagarosamente metabolizada. Do- 
ses altas (100.000 UI por semanas ou meses) podem causar perda do 
apetite, náusea, sede e fraqueza. O aumento da absorção de Ca?* e da 
reabsorção óssea resulta em hipercalcemia, o que pode levar à deposi- 
ção de sais de cálcio em tecidos moles (calcificação metastática). O limi- 
te superior para a ingestão é de 100 ug/dia (4.000 Ul/dia) para indivíduos 
com idade igual ou superior a 9 anos, com menor nível para menores de 
9 anos. (Nota: a toxicidade só é vista com o uso de suplementos. O ex- 
cesso de vitamina D produzido na pele é convertido em formas inativas.) 


VITAMINA K 





O principal papel da vitamina K é a modificação pós-traducional de uma sé- 
rie de proteínas (a maioria envolvida com a coagulação sanguínea), na qual 
serve como coenzima na carboxilação de certos resíduos de ácido glutâmico 
nessas proteínas. A vitamina K existe em diversas formas ativas, como, por 
exemplo, filoquinona (ou vitamina K,) nas plantas e como menaquinona (ou 
vitamina K,) nas bactérias intestinais. Uma forma sintética de vitamina K, 
menadiona, pode ser convertida em K,. 


A. 


Função 


1. Formação de y-carboxiglutamato. A vitamina K é necessária na 
sintese hepática das proteínas de coagulação sanguínea, protrombina 
(fator [F]II) e FVII, FIX e FX. (Ver Cap. 35 online.) A formação dos fatores 
de coagulação funcionais requer carboxilação dependente de vitamina 
K de vários resíduos de ácido glutâmico a resíduos de y-carboxigluta- 
mato (Gla) (Fig. 28.26). A reação de carboxilação requer a y-glutamil- 
-carboxilase, O,, CO, e a forma de hidroquinona da vitamina K (que se 
oxida gerando a forma de epóxido). A formação de resíduos de Gla é 
sensível à inibição por warfarina, um análogo sintético de vitamina K 
que inibe a vitamina K epóxido-redutase (VKOR), a enzima necessária 
para regenerar a forma hidroquinona funcional da vitamina K. 


2. Interação de protrombina com membranas. Os resíduos de Gla 
são bons quelantes de íons cálcio (positivamente carregados), devi- 
do à presença de seus dois grupos carboxilato adjacentes, negati- 
vamente carregados. Com a protrombina, por exemplo, o complexo 
de protrombina e cálcio é capaz de se ligar a fosfolipídeos de mem- 
brana negativamente carregados na superfície de células endoteliais 
e de plaquetas danificadas. A ligação às membranas aumenta a taxa 
da conversão proteolítica de protrombina em trombina (Fig. 28.27). 





Figura 28.25 

Pernas arqueadas de homem de 
meia-idade com osteomalácia, uma 
deficiência nutricional de vitamina D, 
que resulta em desmineralização 

do esqueleto. 
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Figura 28.26 

Carboxilação de glutamato para 
formar y-carboxiglutamato. 

h = hidroquinona; e = epóxido; 

VKOR = vitamina K epóxido-redutase. 
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Figura 28.27 
Papel da vitamina K na coagulação sanguínea. CO, = dióxido de carbono. 


3. Resíduos de y-carboxiglutamato em outras proteínas. Os 
resíduos de Gla também estão presentes em proteínas diferentes 
das envolvidas na formação do coágulo sanguíneo. Por exemplo, 
a osteocalcina e a proteína Gla de matriz no osso, assim como as 
proteínas C e S (envolvidas na limitação da formação de coágulos 
sanguíneos), também sofrem y-carboxilação. 


B. Distribuição e necessidades 


A vitamina K é encontrada no repolho, na couve-flor, no espinafre, na 
gema do ovo e no fígado. A quantidade adequada de ingestão de vita- 
mina K é de 120 ug/dia para homens adultos e 90 ug/dia para mulheres 
adultas. Há também síntese dessa vitamina pela microbiota intestinal. 


C. Indicações clínicas de vitamina K 


1. Deficiência. Uma verdadeira deficiência de vitamina K é incomum, 
porque quantidades adequadas geralmente são obtidas da dieta e 
produzidas por bactérias intestinais. Se a população bacteriana no in- 
testino diminui, por exemplo, pelo uso de antibióticos, a quantidade de 
vitamina formada endogenamente diminui e pode levar à hipoprotrom- 
binemia em indivíduos marginalmente subnutridos (p. ex., um paciente 
geriátrico debilitado). Essa condição pode necessitar de uma suple- 
mentação com vitamina K para corrigir a tendência a sangramentos. 
Além disso, certos antibióticos da classe das cefalosporinas (p. ex., 
cefamandol) causam hipoprotrombinemia, aparentemente por um me- 
canismo semelhante ao da warfarina, que inibe a vitamina K epóxido- 
-redutase (VKOR). Consequentemente, seu uso geralmente é suple- 
mentado com vitamina K. A deficiência também pode afetar o osso. 


2. Deficiência em neonatos. Como os recém-nascidos têm intestinos 
estéreis, inicialmente, eles não possuem as bactérias que sintetizam 
a vitamina K. Uma vez que o leite humano fornece apenas cerca de 
um quinto das necessidades diárias de vitamina K, é recomendado 
que todos os recém-nascidos recebam uma dose única intramuscu- 
lar de vitamina K profilaticamente contra doenças hemorrágicas. 


D. Toxicidade 


A administração prolongada de grandes doses de menadiona pode pro- 
duzir anemia hemolítica e icterícia no lactente, devido a efeitos tóxicos 
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na membrana dos eritrócitos. Portanto, esse fármaco não é mais usado 
para tratar a deficiência de vitamina K. O limite superior para a ingestão 
da forma natural ainda não foi definido. 


XIV. VITAMINA E 





As vitaminas E consistem em oito tocoferóis de ocorrência natural, dos quais 
o a-tocoferol é o mais ativo (Fig. 28.28). A vitamina E funciona como um an- 
tioxidante na prevenção de oxidações não enzimáticas (p. ex., oxidação de 
LDL [ver pág. 232] e peroxidação de ácidos graxos poli-insaturados por O, e 
radicais livres). (Nota: vitamina C regenera a forma ativa da vitamina E.) 


A. Distribuição e necessidades 


Óleos vegetais são fontes ricas em vitamina E, ao passo que fígado e 
ovos contêm quantidades moderadas dessa vitamina. A DDR para o 
a-tocoferol é 15 mg para adultos. As necessidades de vitamina E au- 
mentam à medida que a ingestão de ácidos graxos poli-insaturados au- 
menta para limitar a peroxidação de ácidos graxos. 


B. Deficiência 


Os recém-nascidos têm baixas reservas de vitamina E, porém o leite ma- 
terno (e preparações de leite em pó) contêm a vitamina. Os bebês com 
peso muito baixo podem receber suplementos para prevenir hemólise 
e retinopatia associadas à deficiência de vitamina E. Quando observa- 
da em adultos, a deficiência normalmente está associada a defeitos na 
absorção ou no transporte de lipídeos. (Nota: a abetalipoproteinemia, 
causada por um defeito na formação de quilomicra [e VLDL], resulta em 
deficiência de vitamina E [ver pág. 231].) 


C. Indicações clínicas de vitamina E 


A vitamina E não é recomendada para a prevenção de doenças crônicas, 
como doença cardiovascular ou câncer. Testes clínicos utilizando suple- 
mentação com vitamina E têm sido invariavelmente desanimadores. Por 
exemplo, em um ensaio do Estudo de Prevenção de Câncer utilizando 
a-tocoferol e B-caroteno, os participantes que receberam altas doses de 
vitamina E não apenas não obtiveram benefícios cardiovasculares como 
também apresentaram aumento na incidência de acidente vascular ce- 
rebral. (Nota: vitaminas E e C são usadas para diminuir a progressão da 
degeneração macular relacionada à idade.) 


D. Toxicidade 


A vitamina E é a menos tóxica das vitaminas lipossolúveis e não tem 
sido observada qualquer toxicidade em doses de 300 mg/dia (ingestão 
máxima = 1.000 mg/dia). 





Populações que consomem dietas ricas em frutas e vegetais apresen- 
tam diminuição na incidência de certas doenças crônicas. No entanto, 
os ensaios clínicos não mostraram um benefício definitivo dos suple- 
mentos de ácido fólico, vitaminas A, C ou E, ou combinações antioxi- 
dantes para a prevenção de câncer ou doença cardiovascular. 





XV. RESUMO DO CAPÍTULO 





As vitaminas são resumidas na Figura 28.29, nas páginas 396 a 397. 








Figura 28.28 
Estrutura da vitamina E (a-tocoferol). 
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OUTROS NOMES FORMA ATIVA 





Ácido fólico Ácido tetra-hidrofólico 





Metilcobalamina 
Desoxiadenosilcobalamina 


Cobalamina 













Ácido ascórbico Ácido ascórbico 










Piridoxina 
pisa Piridoxal fosfato 
Piridoxal 
Tiamina Pirofosfato 

de tiamina 
Niacina 


Ácido nicotínico NAD”, NADP* 


Riboflavina FMN, FAD 


Biotina Biotina ligada à enzima 


Ácido pantotênico Coenzima A 












































FUNÇÃO 


Transferência de unidades de um carbono; 
síntese de metionina, serina, nucleotídeos 
púricos e monofosfato de timidina. 


Coenzima para as reações: 
Homocisteína — metionina 
Metilmalonil-CoA — succinil-CoA 


Antioxidante; 
Coenzima em reações de hidroxilação, por exemplo: 
No pró-colágeno: prolina — hidroxiprolina 
lisina > hidroxilisina 






Coenzima para enzimas, especialmente 
no metabolismo dos aminoácidos. 


Coenzima para enzimas, catalisando: 
Piruvato —> acetil-CoA 
«-cetoglutarato — succinil-CoA 
Ribose-5-P + xilulose-5-P — 
sedoeptulose-7-P + gliceraldeído-3-P 
Oxidação de a-cetoácidos de cadeia ramificada. 


Transferência de elétrons. 


Transferência de elétrons. 


Reações de carboxilação. 


Transportador de acilas. 












HIDROSSOLÚVEIS 
LIPOSSOLÚVEIS 
Vitamina A Retinol Retinol Manutenção da reprodução; 
Retinal Retinal Visão; 
Ácido retinoico Ácido retinoico Promoção do crescimento; 
B-Caroteno Diferenciação e manutenção de tecidos epiteliais; 
Expressão gênica. 
Vitamina D Colecalciferol 1,25-Di-hidroxi- Captação de cálcio; 
Ergocalciferol colecalciferol Expressão gênica. 
Vitamina K Menadiona Menadiona y-Carboxilação de resíduos de glutamato em fatores 
Menaquinona Menaquinona de coagulação e outras proteínas. 
Filoquinona Filoquinona 
Vitamina E a-Tocoferol Qualquer de diversos Antioxidante. 
derivados tocoferóis 
Figura 28.29 





Resumo das vitaminas. (Nota: a colina, como a vitamina D, é considerada um micronutriente essencial em seres 
humanos, embora possamos sintetizá-la.) P = fosfato; NAD(P) = nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (fosfato); 
FMN = flavina-mononucleotídeo; FAD = flavina-adenina-dinucleotídeo; CoA = coenzima A. (Continua) 
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DEFICIÊNCIA 


SINAIS E SINTOMAS 


TOXICIDADE 











leva à anemia hemolítica 


Anemia megaloblástica Anemia Nenhuma A administração de altas doses de folato pode 
Defeitos do tubo neural Defeitos congênitos mascarar uma deficiência de vitamina B,,. 
Anemia perniciosa Anemia megaloblástica Nenhuma A anemia perniciosa é tratada com vitamina B,, 
Demência Sintomas neuropsiquiátricos intramuscular ou altas doses via oral. 
Degeneração espinhal 
Escorbuto Gengivas doloridas e esponjosas Nenhuma Benefícios de suplementação não estão 
Perda de dentes estabelecidos em testes controlados. 
Difícil cicatrização 
Sangramento 
Rara Glossite Sim A deficiência pode ser induzida por isoniazida 
Neuropatia A neuropatia sensorial ocorre com doses altas. 
Beribéri Menropéiia penac Nenhuma - 
(forma seca), edema e 
Siroma de cardiomiopatia (forma úmida) 
Wernicke-Korsakoff Confusão, ataxia, perda de 
(mais comum em alcoolistas) memória, alucinações, 
nistagmo 
Pelagra Dermatite Nenhuma Doses altas de niacina são utilizadas no 
Eco) tratamento da hiperlipidemia. 
Demência 
Dermatite 
Rara Estomatite angular Nenhuma = 
O consumo de grandes quantidades de claras 
Rara Dermatite Nenhuma de ovos cruas (que contêm uma proteína, 
a avidina, que liga a biotina) pode induzir 
deficiência de biotina. 
Rara = Nenhuma - 
HIDROSSOLÚVEIS 
LIPOSSOLÚVEIS 
Cegueira noturna Aumento do limiar visual Sim O f-caroteno não é tóxico de forma aguda, 
Xeroftalmia Ressecamento da córnea mas sua suplementação não é recomendada. 
Infertilidade Excesso de vitamina A pode aumentar a incidência 
Retardo do crescimento de fraturas. 
Raquitismo (em crianças) Ossos flexíveis e maleáveis Sim A vitamina D não é uma vitamina de fato, pois pode 
Osteomalácia (em adultos) ser sintetizada na pele. A aplicação de protetor 
solar ou a presença de pele escura diminui 
essa síntese. 
Em recém-nascidos Sangramento Rara A vitamina K é produzida por bactérias intestinais. 
Rara nos adultos A deficiência de vitamina K é comum em 
recém-nascidos. 
O tratamento com vitamina K intramuscular é 
recomendado ao nascimento. 
Rara A fragilidade eritrocitária Nenhuma Benefícios da suplementação para a prevenção 


de doenças não estão estabelecidos em testes 
controlados. 





Figura 28.29 (Continuação) 
Resumo das vitaminas. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


Para as questões 28.1 a 28.5, combine a deficiência de vitamina 
com a consequência clínica. 


28.1 
28.2 
28.3 
28.4 
28.5 
28.6 


28.7 


28.8 


A. Ácido fólico. E. Vitamina C. 
B. Niacina. F. Vitamina D. 
C. Vitamina A. G. Vitamina E. 
D. Vitamina B,,. H. Vitamina K. 
Sangramento. 


Diarreia e dermatite. 

Defeitos no tubo neural. 

Cegueira noturna (nictalopia). 

Gengivas doloridas e esponjosas e perda de dentes. 


Uma mulher de 52 anos de idade apresenta cansaço há 
vários meses. Exames de sangue revelam uma anemia 
macrocítica, níveis reduzidos de hemoglobina, níveis ele- 
vados de homocisteina e níveis normais de ácido metil- 
malônico. Qual dos seguintes compostos é o mais prová- 
vel de estar deficiente nesta paciente? 


A. Ácido fólico. 

B. Ácido fólico e vitamina B,,. 
C. Ferro. 

D. Vitamina C. 


Uma menina afro-americana de 10 meses de idade, cuja 

família recentemente mudou-se do Maine para a Virgínia, 

está sendo avaliada pela aparência arqueada de suas 

pernas. Os pais relatam que a bebê ainda está sendo 

amamentada e não toma suplementos. Estudos radioló- 

gicos confirmam a suspeita de raquitismo causada pela 

deficiência de vitamina D. Qual das seguintes afirmativas 

a respeito da vitamina D está correta? 

A. Uma deficiência resulta em uma secreção aumenta- 
da de calbindina. 

B. Doença renal crônica resulta em superprodução de 
1,25-di-hidroxicolecalciferol (calcitriol). 

C. O 25-hidroxicolecalciferol (calcidiol) é a forma ativa 
da vitamina. 

D. É necessária na dieta de indivíduos com exposição 
limitada à luz solar. 

E. Suas ações são mediadas por meio da ligação aos 

receptores acoplados à proteína G. 

F. Ela se opõe ao efeito do hormônio da paratireoide. 
Por que uma deficiência de vitamina B, pode resultar em 
hipoglicemia em jejum? Deficiência de que outra vitamina 
também pode resultar em hipoglicemia? 


Respostas corretas = H, B, A, C, E. A vitamina K é necessária para 
a formação dos residuos de y-carboxiglutamato em várias proteínas 
necessárias para a coagulação do sangue. Consequentemente, 
uma deficiência de vitamina K resulta em uma tendência a sangrar. 
A deficiência de niacina é caracterizada pelos três Ds: diarreia, der- 
matite e demência (e morte, se não tratada). A deficiência de ácido 
fólico pode resultar em defeitos do tubo neural no feto em desenvol- 
vimento. A cegueira noturna é um dos primeiros sinais de deficiência 
de vitamina A. Os bastonetes na retina detectam imagens em claro/ 
escuro e funcionam melhor em pouca luz, por exemplo, à noite. A 
rodopsina, o pigmento visual dos bastonetes, consiste em 11-cis- 
-retinal ligados à proteína opsina. A vitamina C é necessária para 
a hidroxilação de resíduos de prolina e lisina durante a síntese de 
colágeno. A deficiência grave de vitamina C (escorbuto) resulta em 
tecido conjuntivo defeituoso, caracterizado por gengivas doloridas e 
esponjosas, dentes soltos, fragilidade capilar, anemia e fadiga. 


Resposta correta = A. A anemia macrocítica é vista com deficiências 
de ácido fólico, vitamina B,, ou ambos. A vitamina B,, é utilizada em 
apenas duas reações no organismo: a remetilação da homocisteina 
à metionina, que também requer ácido fólico (como tetra-hidrofolato 
[THF]), e a isomerização da metilmalonil-coenzima A à succinil-coen- 
zima A, que não requer THF. Os níveis elevados de homocisteina e 
níveis normais de ácido metilmalônico no sangue da paciente refle- 
tem uma deficiência de ácido fólico como causa da anemia macroci- 
tica. A deficiência de ferro (assim como a deficiência de vitamina C) 
causa anemia microcítica. 


Resposta correta = D. A vitamina D é necessária na dieta de indivi- 
duos com exposição limitada à luz solar, como aqueles que vivem 
em latitudes do norte, como o Maine, e aqueles com pele escura. 
Observe que o leite materno é pobre em vitamina D, e a falta de 
suplementação aumenta o risco de uma deficiência. A deficiência 
de vitamina D resulta em sintese diminuída de calbindina. Doença 
renal crônica diminui a produção de calcitriol (1,25-di-hidroxicolecal- 
ciferol), a forma ativa da vitamina. A vitamina D se liga a receptores 
nucleares e altera a transcrição gênica. Seus efeitos são sinérgicos 
com o hormônio da paratireoide. 


A vitamina B, é necessária para a degradação do glicogênio pela 
glicogênio-fosforilase. Uma deficiência resultaria em hipoglicemia 
em jejum. Além disso, uma deficiência de biotina (requerida pela 
piruvato-carboxilase da gliconeogênese) também resultaria em hi- 
poglicemia em jejum. 





Micronutrientes: 
minerais 


Il. VISÃO GERAL 





Minerais* são substâncias inorgânicas (elementos) necessárias em pequenas 
quantidades para o corpo. Eles possuem funções em diversos processos, 
incluindo formação dos ossos e dos dentes, equilíbrio de fluidos, condução 
nervosa, contração muscular, sinalização e catálise. (Nota: vários minerais 
são essenciais como cofatores de enzimas.) Assim como as vitaminas orgâ- 
nicas (ver Cap. 28), os minerais são micronutrientes necessários em quanti- 
dades da ordem de mg ou pg. Quando requeridos por adultos em quantida- 
des maiores (> 100mg/dia), são referidos como macrominerais. Os minerais 
necessários em quantidades entre 1 e 100 mg/dia são os microminerais (mi- 
nerais-traço). Minerais-ultratraço são requeridos em quantidades < 1 mg/dia 
(Fig. 29.1). (Nota: a classificação de minerais específicos nessas categorias 
pode variar entre as fontes de informação.) As concentrações dos minerais 
no organismo são influenciadas pelas suas taxas de absorção e excreção. 


ll. MACROMINERAIS 





Os macrominerais incluem cálcio (Ca”), fósforo ([P], como fosfato inorgânico 
[P ou PO,*7), magnésio (Mg”), sódio (Na'), cloreto (CI) e potássio (K'). (Nota: 
as formas iônicas livres são os eletrólitos.) 


A. Cálcio e fósforo 


Esses macrominerais são considerados em conjunto porque são com- 
ponentes da hidroxiapatita (Ca,[PO,],OH), que compõe os ossos e os 
dentes. 


1. Cálcio. O Ca? é o mineral mais abundante no corpo, com aproxi- 
madamente 98% sendo encontrado nos ossos. O restante está en- 
volvido em diferentes processos, tais como sinalização, contração 
muscular e coagulação sanguínea. O Ca?*se liga a uma variedade 
de proteínas, incluindo a calmodulina (ver pág. 133), a fosfolipase A, 
(ver pág. 213) e a proteína-cinase C (ver pág. 205), causando uma 
alteração das suas atividades. (Nota: a calbindina é uma proteína in- 
tracelular ligadora de Ca” induzida pela vitamina D, que está envol- 
vida na absorção de Ca” no intestino [ver pág. 392].) Na dieta, são 
boas fontes de Ca” os laticínios, diversos vegetais verdes (p. ex., 
brócolis, mas não espinafre) e suco de laranja concentrado. Em- 
bora síndromes de deficiências dietética sejam desconhecidas, a 
ingestão média de Ca” nos Estados Unidos é insuficiente para uma 
ótima saúde dos ossos. A toxicidade é observada apenas com su- 
plementos (nível de ingestão máxima tolerável [IM] = 2.500 mg/dia 


CLASSIFICAÇÕES 
DOS MINERAIS 


IDR (OU IA”) 
PARA ADULTOS 





Cálcio (Ca) 1.000-2.000 mg 
Cloreto (C) 1.800-2.300 mg 
Magnésio (Mg) 310-420 mg 
Fósforo (P) 700 mg 
Potássio (K) 4.700 mg 

1.500 mg 


























Figura 29.1 

Classificação dos minerais e 
quantidades recomendadas a serem 
consumidas/dia por adultos. (Nota: 
*uma ingestão adequada [IA] é 
definida se não houver evidência 
científica suficiente para calcular 

a ingestão diária recomendada [IDR].) 
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para adultos). A hipercalcemia (níveis elevados de Ca” plasmático) 
pode ser resultado da produção aumentada do hormônio da pa- 
ratireoide (PTH, ou paratormônio), podendo causar constipação e 
cálculos renais. A hipocalcemia (baixos níveis de Ca” plasmático) 
pode resultar de uma deficiência do PTH ou da vitamina D. Isso 
pode levar à desmineralização óssea (ressorção). (Nota: a regulação 
hormonal dos níveis plasmáticos de Ca” foi apresentada na seção 
Vitamina D do Cap. 28, e é revisada no item 3, abaixo.) 








E. 





EE 
de Ca” 


Ressorção Reabsorção 
óssea de Ca 





E 


A massa óssea aumenta desde a infância até o início da idade reprodu- 
tiva e, em seguida, apresenta uma perda relacionada à idade, tanto em 
homens como em mulheres, o que aumenta o risco de fraturas. Essa 
perda é maior em mulheres caucasianas na pós-menopausa. Alguns 
estudos têm demonstrado que a suplementação com Ca” e vitamina 
D diminui esse risco. 











Figura 29.2 
Efeitos do calcitriol no cálcio (Ca”) 
plasmático. 





Hormônio da paratireoide 


o 


Ses 


Roabsorgão 
óssea de Ca” 





Por 











Figura 29.3 

Efeitos do hormônio da paratireoide 
no cálcio (Ca?) plasmático. 

PO,” = fosfato. 


Fósforo. O fosfato inorgânico livre (P) é o ânion intracelular mais 
abundante. Entretanto, 85% do fósforo do corpo está na forma de 
hidroxiapatita inorgânica, com a maior parte do restante encontra- 
do em compostos orgânicos intracelulares, tais como fosfolipídeos, 
ácidos nucleicos, ATP e fosfocreatina. O fosfato é fornecido na for- 
ma de ATP para as cinases e como P, para as fosforilases (p. ex., a 
glicogênio-fosforilase; ver pág. 128). (Nota: sua adição [por cinases] 
ou remoção [por fosfatases] é um importante meio de regulação co- 
valente das enzimas [ver Cap. 24].) O fósforo está amplamente dis- 
tribuído nos alimentos (o leite é uma boa fonte), e a deficiência die- 
tética é rara. A hipofosfatemia pode ser causada pela realimentação 
com carboidratos em pacientes desnutridos (síndrome da realimen- 
tação; ver pág. 369), pelo uso excessivo de antiácidos contendo 
alumínio (o alumínio quela o P) e pelo aumento da perda urinária em 
resposta ao aumento da produção de PTH (ver abaixo). A fraqueza 
muscular é um sintoma comum. A hiperfosfatemina é causada prin- 
cipalmente pelos níveis diminuídos de PTH. O excesso de P, pode 
ser combinado com o Ca”, formando cristais que se depositam em 
tecidos moles (calcificação metastática). (Nota: a razão Ca”yP, é im- 
portante para a formação óssea [a proporção é de cerca de 2/1 nos 
ossos), e alguns especialistas estão preocupados com a substitui- 
ção do leite rico em Ca?” por refrigerantes pobres em Ca?* e ricos 
em P, o que pode afetar a saúde dos ossos.) 


Regulação hormonal. Os níveis plasmáticos de Ca™ e P, são prin- 
cipalmente controlados pelo calcitriol (1,25-di-hidroxicolecalciferol, 
a forma ativa da vitamina D) e pelo PTH, os quais respondem a uma 
diminuição do Ca?*plasmático. O calcitriol, produzido pelos rins, au- 
menta os níveis de Ca” e P, no sangue, elevando a ressorção óssea 
e a absorção intestinal, além da reabsorção renal de Ca” e P, (Fig. 
29.2). O PTH (das glândulas paratireoides) aumenta o Ca? plasmá- 
tico, elevando a ressorção óssea, a reabsorção renal de Ca” e ati- 
vando a 1-hidroxilase renal, que produz calcitriol a partir de calcidiol 
(ver pág. 390) (Fig. 29.3). Ao contrário do calcitriol, o PTH diminui 
a reabsorção de P, nos rins, reduzindo os níveis plasmáticos de P.. 
(Nota: altos níveis plasmáticos de P, aumentam o PTH e diminuem 
o calcitriol.) Um terceiro hormônio, a calcitonina (das células C da 
glândula tireoide), responde a níveis elevados de Ca? no sangue, 
promovendo a mineralização óssea e aumentando a excreção renal 
de Ca” (e P). 
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Magnésio 


Cerca de 60% do Mg” no organismo está presente nos ossos, porém 
representa apenas 1% da massa óssea. Esse mineral é requerido por 
uma série de reações enzimáticas, incluindo a fosforilação por cinases 
(o Mg” se liga ao cossubstrato ATP) e a formação da ligação fosfodiés- 
ter por DNA e RNA-polimerases. O Mg” é amplamente distribuído nos 
alimentos, porém a ingestão média nos Estados Unidos está abaixo do 
nível recomendado. A hipomagnesemia pode resultar da diminuição da 
absorção ou do aumento da excreção de Mg”. Os sintomas incluem 
hiperexcitabilidade dos músculos esqueléticos e nervos e arritmias car- 
díacas. Na hipermagnesemia, é observada hipotensão. (Nota: o sulfato 
de magnésio é utilizado no tratamento da pré-eclâmpsia, um distúrbio 
hipertensivo da gravidez.) 


Sódio, cloreto e potássio 


Esses macrominerais são considerados em conjunto porque desempe- 
nham funções importantes em vários processos fisiológicos. Por exem- 
plo, eles mantêm o equilíbrio de água, o equilíbrio osmótico, o balanço 
acidobásico (pH) e os gradientes elétricos através das membranas celu- 
lares (potencial de membrana), que são essenciais para o funcionamento 
de neurônios e miócitos. (Nota: esses processos são discutidos no livro 
Fisiologia Ilustrada [Artmed].) 


1. Sódio e cloreto. Na* e CI são eletrólitos principalmente extrace- 
lulares. Eles são prontamente absorvidos de alimentos contendo sal 
(NaCl), sendo uma grande parte provinda de alimentos processa- 
dos. (Nota: o Na” é necessário para a absorção intestinal [e reabsor- 
ção renal] da glicose, da galactose [ver pág. 87] e de aminoácidos 
livres [ver pág. 249] por meio de transportadores dependentes de 
Na. O CI é usado para formar o ácido clorídrico, necessário para 
a digestão [ver pág. 248].) Nos Estados Unidos, o consumo médio 
diário de NaCl é 1,5 a 3 vezes maior que aingestão adequada (IA) de 
3,8 mg/dia (IM = 5,8g/dia). A deficiência dietética é rara. 


a. Hipertensão. O consumo de Na” está relacionado com a 
pressão arterial (PA). A ingestão de Na” estimula os centros 
da sede no encéfalo e a secreção do hormônio antidiurético 
da hipófise, levando à retenção de água. Isso resulta em um 
aumento do volume plasmático e, consequentemente, em 
um aumento na PA. A hipertensão crônica pode danificar o 
coração, os rins e os vasos sanguíneos. Pequenas reduções 
do consumo de Na” têm demonstrado resultar em modestas 
reduções na PA. (Nota: algumas populações [p. ex., afro-ame- 
ricanos] são “sensíveis ao sal” e possuem respostas mais in- 
tensas ao Na.) 


b. Hipernatremia e hiponatremia. A hipernatremia é geralmen- 
te causada por um excesso da perda de água, e a hiponatremia 
é normalmente causada pela diminuição da capacidade de ex- 
cretar água, ambas podendo resultar em dano cerebral grave. 
(Nota: a hiponatremia crônica aumenta a excreção de Ca” e 
pode resultar em osteoporose [perda da massa ósseal].) 


2. Potássio. Ao contrário do Na”, o K' é principalmente um eletrólito 
intracelular. (Nota: as diferentes concentrações de Na'e K* entre os 
dois lados da membrana celular são mantidas pela Na'/K'ATPase 
[Fig. 29.4].) Ao contrário do Na” e do Cr”, o K* (assim como o Mg”) é 
pouco ingerido em dietas ocidentais porque suas fontes principais, 
frutas e vegetais, são pouco consumidas. (Nota: o aumento de K* 


Figura 29.4 

Na'/KATPase. Na” = sódio; 
K* = potássio; ADP = difosfato 
de adenosina; P, = fosfato. 
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ENZIMAS QUE FUNÇÃO 
REQUEREM Cu 
Citocromo Transfere elétrons do 
c-oxidase citocromo c para o oxigênio 
na CTE (ver pág. 75) 
Dopamina Hidroxila a dopamina 
B-hidroxilase em noradrenalina 
(ver pág. 286) 
Ferroxidases Oxidam o ferro (ver pág. 403) 
Lisil-oxidase Forma ligações cruzadas 
no colágeno e na elastina 
(ver págs. 48-49) 
Tirosinase Sintetiza a melanina 
(ver pág. 288) 
Superóxido- Converte o ânion 
-dismutase superóxido em peróxido de 
(forma não hidrogênio (ver pág. 148) 
mitocondrial; 
também requer 
zinco) 
Figura 29.5 


Exemplos de enzimas que 
requerem cobre (Cu). CTE = cadeia 











transportadora de elétrons. 
VARIÁVEL MENKES WILSON 
Cu corporal total Baixo Alto 
Cu plasmático livre Baixo Alto 
Cu urinário Baixo Alto 
Herança Ligada ao X AR 
ATPase ATPTA ATPIB 
transportadora 
de Cu afetada 
Figura 29.6 


Comparação entre a síndrome de 


na dieta diminui a PA pelo aumento da excreção de Na.) Existe um 
intervalo estreito para os níveis normais plasmáticos de K*, e mes- 
mo modificações modestas (aumento ou diminuição, resultando em 
hipercalemia ou hipocalemia) podem ocasionar arritmias cardíacas 
e fraqueza da musculatura esquelética. (Nota: a hipocalemia pode 
resultar do uso inapropriado de laxantes para a perda de peso.) Não 
foi estabelecido IM para o K*. 


II. MICROMINERAIS (MINERAIS-TRAÇO) 





Os microminerais incluem cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco (Zn). 
Eles são requeridos por adultos em quantidades entre 1 e 100 mg/dia. 


A. Cobre 


O Cu é um componente-chave de várias enzimas que desempenham fun- 
ções críticas no organismo (Fig. 29.5). Estas incluem ferroxidases,como 
a ceruloplasmina e a hefaestina, envolvidas na oxidação do íon ferroso 
(Fe?) à forma férrica (Fe™), o que é necessário para seu armazenamento 
intracelular ou transporte pelo sangue (ver item B.1, abaixo). Carnes, ma- 
riscos, nozes e grãos integrais são boas fontes dietéticas de Cu. A de- 
ficiência dietética é incomum. Se uma deficiência se desenvolver, pode 
ser observada anemia devido ao efeito no metabolismo do Fe. A toxici- 
dade por meio de fontes dietéticas é rara (IM = 10 mg/dia). A sindrome 
de Menkes e a doença de Wilson são causas genéticas de deficiência e 
sobrecarga de Cu, respectivamente. 


1. Síndrome de Menkes. Na síndrome de Menkes (tricopoliodistro- 
fia), um distúrbio raro ligado ao X (1:140.000 homens), o efluxo do 
Cu provindo da dieta, dos enterócitos para a circulação, por meio 
de uma ATPase transportadora de Cu (ATP7A) está prejudicado. 
Isso resulta em deficiência sistêmica de Cu. Consequentemente, o 
Cu urinário e o Cu livre no plasma (não ligado) são baixos, assim 
como a concentração de ceruloplasmina, que transporta mais de 
90% do Cu na circulação (Fig. 29.6). São observados degeneração 
neurológica progressiva e distúrbios do tecido conjuntivo, assim 
como mudanças no cabelo. A administração parenteral de Cu tem 
sido utilizada como um tratamento com sucesso variável. (Nota: a 
forma mais branda da síndrome de Menkes é chamada de síndrome 
do corno occipital.) 


2. Doença de Wilson. Na doença de Wilson, uma doença autossô- 
mica-recessiva (AR) que afeta 1:35.000 nascidos vivos, o efluxo do 
excesso de Cu do fígado pela ATP7B está prejudicado. O Cu se 
acumula no fígado, passa para a corrente sanguínea, e é depositado 
no encéfalo, nos olhos, nos rins e na pele. Ao contrário da síndrome 
de Menkes, o Cu urinário e Cu livre no sangue são elevados (ver Fig. 
29.6). São observados disfunção hepática e sintomas neurológicos 
e psiquiátricos. Os anéis de Kayser-Fleischer (depósitos de Cu na 
córnea) podem estar presentes (Fig. 29.7). Agentes quelantes de 
Cu ao longo da vida, tais como a penicilamina, são usados como 
tratamento. 





A biodisponibilidade (percentual da quantidade ingerida que pode ser 
absorvida) de um mineral pode ser influenciada por outros minerais. Por 
exemplo, o excesso de Zn diminui a absorção de Cu, e o Cu é neces- 


Menkes e a doença de Wilson. 
Cu = cobre; AR = autossômico 
recessivo. 


sário para a absorção do Fe. 
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B. Ferro 


O corpo adulto geralmente contém 3 a 4 g de Fe. Ele é um componente 
de muitas proteínas, tanto catalíticas (p. ex., hidroxilases como a prolil- 
-hidroxilase; ver pág. 47) quanto não catalíticas. O ferro pode ser liga- 
do ao enxofre (S), como visto nos centros Fe-S de proteínas da cadeia 
transportadora de elétrons (ver pág. 75), ou pode ser parte do grupo 
prostético heme (ver pág. 25), em proteínas como a hemoglobina (cerca 
de 70% de todo o Fe), a mioglobina e os citocromos. (Nota: o Fe iônico 
livre é tóxico porque pode causar a produção do radical hidroxila, uma 
espécie reativa do oxigênio [ERO].) O Fe da dieta está disponível como 
Fe? no grupo heme (fonte animal) e Fe” em fontes não heme (plantas). Figura 29.7 

O Fe do grupo heme é menos abundante, mas é melhor absorvido. Car- Anéis de Kaiser:Fieischer. 
nes, aves, alguns frutos do mar, cereais prontos para consumo, lentilhas 

e melaço são boas fontes dietéticas de Fe. Aproximadamente 10% do 

Fe ingerido é absorvido. Essa quantidade, aproximadamente 1 a 2 mg/ 

dia, é suficiente para repor o Fe perdido do corpo, principalmente pela 

destruição das células. 





1. Absorção, armazenamento e transporte. A absorção intesti- 
nal do heme é feita por uma proteína transportadora de heme (Fig. 
29.8). Dentro dos enterócitos, a heme-oxigenase libera Fe” do gru- 
po heme (ver pág. 282). O Fe não ligado ao heme é absorvido por 
meio da proteína transportadora-1 de metais divalentes da membra- 
na apical (DMT-1). (Nota: a vitamina C melhora a absorção de Fe não 
ligado ao heme porque é uma coenzima para citocromo b duodenal 
(Deytb), uma ferri-redutase que reduz Fe” para Fe”.) O Fe” ab- 
sorvido de fonte heme e não heme possui dois destinos possíveis: 
pode ser 1) oxidado a Fe% e armazenado pela ferritina, uma proteina 
intracelular (até 4.500 Fe**/ferritina); ou 2) transportado para fora do 
enterócito pela proteína da membrana basolateral, a ferroportina, 
oxidado pela proteína de membrana contendo Cu, a hefaestina, 
e captado pela proteína transportadora no sangue, a transferrina 
(2 Fe*/transferrina), como mostrado na Figura 29.8. (Nota: outras 





Fei Fe% (ferro não heme) 
PS ge = fere i) 





LÚMEN INTESTINAL 


ENTERÓCITO 


CIRCULAÇÃO 











Figura 29.8 

Absorção, armazenamento e transporte do ferro (Fe) da dieta. 

HOP = proteína transportadora de heme; DMT = transportador de 

íon metal divalente; Dcytb = citocromo b duodenal (uma ferri-redutase); 
Hef = hefaestina; Tf = transferrina. 
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células que não sejam enterócitos usam a proteína plasmática que 
contém Cu, a ceruloplasmina, no lugar da hefaestina.) Em indíviduos 
normais, a transferrina (Tf) apresenta um terço de saturação com 
Fe™. A ferroportina, único transportador conhecido de Fe das célu- 
las para o sangue em humanos, é regulada pelo peptídeo hepático 
hepcidina, que induz a internalização e a degradação lisossomal de 
ferroportina. Portanto, a hepcidina é a molécula central na homeos- 
tase do Fe. (Nota: a transcrição de hepcidina é suprimida quando há 
deficiência de Fe.) 


2. Reciclagem. Os macrófagos fagocitam os eritrócitos velhos e/ou 
danificados, liberando o Fe do grupo heme, que é enviado das cé- 
lulas via ferroportina, oxidado pela ceruloplasmina e transportado 
pela Tf, como descrito acima. Esse Fe reciclado satisfaz cerca de 
90% da nossa necessidade diária, sendo usado predominantemen- 
te para a eritropoiese. 


3. Absorção. O Fe” originário dos enterócitos e macrófagos se liga 
à transferrina (Tf) e, a seguir, a receptores de transferrina (TfR) nos 
eritroblastos e em outras células que requerem Fe e é absorvido 
por endocitose mediada por receptor. O Fe” é liberado da Tf para 
uso (ou armazenamento na ferritina), e o TfR (e Tf) é reciclado em 
um processo similar à endocitose mediada por receptor observada 
para lipoproteínas de baixa densidade (ver pág. 231). (Nota: a regu- 
lação da tradução do RNA mensageiro para a ferritina e a TfR pelas 
proteínas reguladoras de ferro e elementos responsivos ao ferro é 
discutida na pág. 474.) 


4. Deficiência. A deficiência de Fe pode resultar em anemia micro- 
cítica e hipocrômica (Fig. 29.9), a anemia mais comum nos Estados 
Unidos, que resulta da diminuição na síntese de hemoglobina, com 
consequente diminuição do tamanho dos eritrócitos. O tratamento 
é a administração de Fe. 


5. Excesso. A sobrecarga de Fe pode ocorrer com a ingestão aci- 
dental. (Nota: a intoxicação aguda por Fe é a causa mais comum 
de mortes por intoxicação em crianças com menos de 6 anos 
[IM = 40 mg/dia para crianças; 45 mg/dia para adultos].) Para o tra- 
tamento, é utilizado um quelante de Fe. A sobrecarga também pode 
ocorrer por defeitos genéticos. Um exemplo é a hemocromatose he- 
reditária (HH), uma doença AR do excesso de Fe encontrada princi- 
palmente em pessoas com ascendência do norte da Europa. É mais 
comumente causada por mutações no gene HFE (ferro alto). Podem 





Eritrócitos pequenos, descorados ser observados hiperpigmentação com hiperglicemia (diabetes me- 
e lito secundário) e danos ao figado (o maior local de armazenamento 
Figura 29.9 para o Fe), pâncreas e coração. Na HH, o Fe plasmático e a satu- 
A. Eritrócitos normais. B. Eritrócitos ração da Tf são elevados. O tratamento consiste em flebotomia ou 
pequenos (microcíticos) e descorados uso de quelantes de Fe. (Nota: o excesso de Fe é observado com 
(hipocrômicos) na anemia microcítica. mutações nas proteínas do metabolismo do Fe que resultam em 


níveis inadequadamente baixos de hepcidina. Isso pode resultar em 
hemossiderose [depósito de hemossiderina, uma forma intracelular 
insolúvel de armazenamento do Fe].) 


C. Manganês 


O Mn é importante para a função de várias enzimas (Fig. 29.10). Grãos 
integrais, legumes (p. ex., feijão e ervilha), nozes e chá (especialmente 
chá verde) são boas fontes desse mineral. Consequentemente, a de- 
ficiência de Mn em humanos é rara. A toxicidade por alimentos e/ou 
suplementos também é rara. (IM = 11 mg/dia para adultos). 
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D. 


Zinco 


O Zn desempenha importantes funções estruturais e catalíticas no or- 
ganismo. Os dedos-de-zinco são estruturas supersecundárias (motivos; 
ver pág.18) em proteínas (p. ex., fatores de transcrição) que se ligam ao 
DNA e regulam a expressão gênica (Fig. 29.11). Centenas de enzimas 
requerem o Zn para suas atividades. Exemplos incluem a álcool-desi- 
drogenase, que oxida o etanol a acetaldeído (ver pág. 317); a anidrase 
carbônica, que é importante para o sistema de tamponamento do bi- 
carbonato (ver pág. 30); a porfobilinogênio-sintase da síntese do heme, 
que é inibida pelo chumbo (o chumbo substitui o zinco; ver pág. 279); e 
a isoforma não mitocondrial da superóxido-dismutase (SOD), que tam- 
bém requer Cu (ver Fig. 29.5). As fontes dietéticas de Zn incluem carnes, 
peixes, ovos e laticínios. Os fitatos (moléculas de armazenamento de 
fosfato em alguns produtos vegetais) se ligam irreversivelmente ao Zn no 
intestino, diminuindo a sua absorção, podendo resultar em uma deficiên- 
cia. (Nota: os fitatos podem também se ligar ao Ca” e ao Fe não heme.) 
Diversos medicamentos (p. ex., penicilamina) quelam metais, e seu uso 
pode causar deficiência de Zn. (Nota: uma deficiência grave é observada 
com um defeito no transportador intestinal para o Zn, que resulta em um 
distúrbio de má-absorção, a acrodermatite enteropática. Os sintomas 
incluem erupções cutâneas, baixo crescimento e desenvolvimento, diar- 
reia e deficiências imunológicas. Problemas de visão também podem 
ocorrer porque o Zn é necessário no metabolismo da vitamina A.) 





As células eucarióticas infectadas com bactérias podem restringir a 
disponibilidade de micronutrientes essenciais como Fe, Mn e Zn aos 
agentes patogênicos. Isso diminui a sobrevivência intracelular dos pató- 
genos e é conhecida como “imunidade nutricional”. 





Outros microminerais 


Cromo (Cr) e flúor (F) também desempenham funções no organismo. O 
Cr potencia a ação da insulina por mecanismos desconhecidos. É en- 
contrado em frutas, vegetais, laticínios e carnes. O F (como fluoreto [F ]) 
é adicionado à água em muitos locais do mundo para reduzir a incidên- 
cia de cárie dentária (Fig. 29.12). O F substitui o grupamento hidroxila 
da hidroxiapatita, formando fluorapatita, que é mais resistente ao ácido 
produzido por bactérias da boca que atacam o esmalte dentário. 


IV. MINERAIS ULTRATRAÇO 





Os minerais ultratraço incluem iodo (1), selênio (Se) e molibdênio (Mo). Eles 
são requeridos em quantidades < 1 mg/dia por adultos. 


A. 


lodo 


É utilizado na síntese dos hormônios tireoidianos, tri-iodotironina (To) 
e tiroxina (T,), necessários para o desenvolvimento, o crescimento e o 
metabolismo. O iodeto circulante (I7) é captado (“preso”) e concentrado 
nas células foliculares epiteliais da glândula tireoide. Em seguida, ele é 
enviado para o coloide do Iúmen folicular, onde é oxidado em iodo (1) 
pela tireoperoxidase (TPO), como mostrado na Figura 29.13. A TPO usa, 
então, |, que é adicionado a resíduos específicos de tirosina na tireo- 
globulina (Tg), formando monoiodo-tirosina (MIT) e di-iodo-tirosina (DIT), 
como mostrado na Figura 29.14. (Nota: a Tg é sintetizada e secretada 
no coloide pelas células foliculares.) O acoplamento de dois DIT na Tg 











ENZIMAS QUE FUNÇÃO 
REQUEREM Mn 
Arginase-l Hidrolisa a arginina 
em ureia e ornitina no 
ciclo da ureia 
(ver pág. 255) 
Glicosil- Transfere açúcares na 
transferases síntese de proteoglicanos 
(ver pág. 158) 
Piruvato- Carboxila o piruvato em 
-carboxilase OAA na gliconeogênese 
(ver pág. 118) 
Superóxido- Converte superóxido 
-dismutase em peróxido de 
(forma hidrogênio (ver pág. 148) 
mitocondrial) 
Figura 29.10 


Exemplos de enzimas que requerem 
manganês (Mn). OAA = oxalacetato. 





n Duas fitas B antiparalelas 


/ 














Figura 29.11 

Dedos-de-zinco (Zn) são um motivo 
comum em proteínas que se ligam ao 
DNA. Cys = cisteína; His = histidina. 





Figura 29.12 
Cárie dentária (cavidades). 
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COLOIDE DO LÚMEN FOLICULAR 
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Figura 29.13 


Síntese dos hormônios da tireoide. Tg = tireoglobulina; | = iodeto; |, = iodo; TPO = tireoperoxidase; 
MIT = monoiodo-tirosina; DIT = di-iodo-tirosina; T, = tri-iodotironina; T, = tiroxina. 





Monoiodotirosina (MIT) 


HO CH, 


[i 
Di-iodotirosina (DIT) 














Figura 29.14 
Adição de iodo à tireoglobulina (Tg) 
com produção de MIT e DIT. 


gera T,, enquanto o acoplamento de um MIT e um DIT gera T,. A Tg à 
qual foi ligado o iodo é endocitada e estocada em células foliculares até 
ser requerida, quando então é digerida proteoliticamente para liberar T, 
e T,, que são secretados na circulação (ver Fig. 29.13). Em condições 
normais, cerca de 90% dos hormônios da tireoide são secretados na 
forma de T,, que é transportado pela transtirretina. Nos tecidos-alvo (p. 
ex., o fígado e o encéfalo em desenvolvimento), o T, é convertido em T, 
(a sua forma mais ativa) pelas desiodinases contendo Se. O T, se liga 
a um receptor nuclear ligando-se ao elemento responsivo tireóideo no 
DNA, agindo como um fator de transcrição. (Nota: a produção dos hor- 
mônios da tireoide é controlada pela tireotropina [hormônio estimulante 
da tireoide — TSH - secretado pela hipófise anterior. A secreção de TSH, 
por sua vez, é controlada pelo hormônio liberador de tireotropina — TRH 
— do hipotálamo.) 


1. Hipotireoidismo. O baixo consumo de | pode resultar em bó- 
cio (aumento da tireoide em resposta à estimulação excessiva por 
TSH), como mostrado na Figura 29.15. Uma deficiência mais grave 
resulta em hipotireoidismo, que é caracterizado por fadiga, ganho 
de peso, diminuição da termogênese e da taxa metabólica (ver pág. 
359). Se a deficiência hormonal ocorrer durante o desenvolvimento 
fetal e infantil (hipotireoidismo congênito), pode resultar em deficiên- 
cia intelectual irreversível (anteriormente denominada “cretinismo”), 
perda auditiva, espasticidade e baixa estatura. Nos Estados Unidos, 
as principais fontes de | são laticínios, frutos do mar e carnes. O uso 
de sal iodado reduziu significativamente a deficiência dietética de 
I. (Nota: a destruição autoimune da TPO é a causa da tireoidite de 
Hashimoto [um hipotireoidismo primário].) 


2. Hipertireoidismo. Essa condição é resultado da produção em ex- 
cesso dos hormônios da tireoide. Embora possa ser causada pelo 
consumo excessivo de suplementos contendo | (IM = 1,1 g/dia para 
adultos), a causa mais comum de hipertireoidismo é a doença de 
Graves, na qual um anticorpo que mimetiza os efeitos do TSH é 
produzido, resultando na produção desregulada dos hormônios da 
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tireoide. Isso pode causar nervosismo, perda de peso, aumento da 
transpiração e da frequência cardíaca, olhos salientes (exoftalmia; 
Fig. 29.16) e bócio. 


B. Selênio 


O Se está presente em cerca de 25 proteínas humanas (selenoprotei- 
nas) como um constituinte da selenocisteina, que é derivado da serina 
(ver pág. 268). As selenoproteinas incluem a glutationa-peroxidase, que 
oxida a glutationa na redução do peróxido de hidrogênio, uma ERO, em 
água (ver pág. 148); a tiorredoxina-redutase, que reduz a tiorredoxina, 
uma coenzima da ribonucleotídeo-redutase (ver pág. 297); e as desio- 
dinases, que removem o | dos hormônios tireoidianos. Carnes, laticínios 
e grãos são fontes importantes de Se na dieta. A doença de Keshan, 
identificada pela primeira vez na China, é uma miocardiopatia causada 
pelo consumo de alimentos produzidos em solo deficiente em Se. A to- 
xicidade (selenose) causada pelo consumo excessivo de suplementos 
provoca unhas e cabelos frágeis. Podem também ser observados efeitos 
cutâneos e neurológicos (IM = 400 pg em adultos). 


C. Molibdênio 


O Mo serve como um cofator para um número pequeno de oxidases de 
mamíferos (Fig. 29.17). Os legumes são fontes importantes de Mo na 
dieta. Não são conhecidas síndromes causadas por deficiência dietética. 
O Mo possui baixa toxicidade em humanos (IM = 2 mg/dia em adultos). 





O cobalto (Co), um mineral ultratraço, é um componente da vitamina B,, 
(cobalamina; ver pág. 379), o qual é requerido como metilcobalamina 
na remetilação da homocisteina para metionina (ver pág. 264) ou como 
adenosilcobalamina na isomerização da metilmalonil-coenzima A (CoA) 
para succinil-CoA (ver pág. 194). Não foram estabelecidasas recomen- 
dações nutricionais para doses diárias ou as ingestões dietéticas de re- 
ferência (IDR) (ver pág. 358) para o Co. 





V. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os minerais estão resumidos na Figura 29.18, na página 408. 














Figura 29.15 
Bócio. 











Figura 29.16 
Exoftalmia. 





ENZIMAS QUE FUNÇÃO 
REQUEREM Mo 


Aldeído-oxidase Metaboliza drogas 
e medicamentos 


Sulfito-oxidase Converte o sulfito em 
sulfato no metabolismo 
dos aminácidos metionina 
e cisteina que contém 
enxofre 
(ver págs. 263-264) 


Xantina-oxidase Oxida a hipoxantina em 
xantina e a xantina em 
ácido úrico na degradação 
das purinas (ver pág. 299) 











Figura 29.17 
Enzimas (oxidases) que requerem 
molibdênio (Mo). 
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CLASSIFICAÇÃO 


Macrominerais: 
> 100 mg/dia para adultos 


Cálcio (Ca) 


Cloreto (CI) 


Magnésio (Mg) 


Fósforo (P) 


Potássio (K) 


Sódio (Na) 


Microminerais (traço): 
1-100 mg/dia 


Cromo (Cr) 


Cobre (Cu) 


Flúor (como fluoreto [F"]) 





FUNÇÕES 


Componente da hidroxiapatita (Ca[PO,]/OH) 
dos ossos e dentes; contração muscular, 
sinalização e coagulação sanguínea 

Equilíbrio de fluidos (junto com Na, K); digestão 
Componente (menor) dos ossos; regula a 
atividade enzimática (se liga no subtrato ou na 
enzima) 

Componente da hidroxiapatita dos ossos e 


dentes; estoque energético, estrutura das 
membranas, regulação 


Potencial de membrana, pressão arterial 


Potencial de membrana; volume e pressão 
sanguínea; captação de glicose, galactose e 
aminoácidos 


Potencia a ação da insulina 


Cofator enzimático 


Aumenta a resistência ao ácido produzido 


Deficiências dietéticas são desconhecidas; toxicidade 
por suplementos; hipocalcemia com deficiência de PTH 
ou vitamina D causa cálculos renais; hipercalcemia com 
aumento de PTH causa ressorção óssea 


Deficiência dietética é rara; pode ser ingerido em excesso como NaCl 


A ingestão média nos EUA fica abaixo do nível recomendado; 
hiperexcitabilidade e arritmias são observadas com 
hipomagnesemia; hipotensão com hipermagnesemia 


Deficiência dietética é rara; hipofosfatemia com fraqueza 
muscular na síndrome da realimentação, com aumento de 
PTH e uso de antiácidos contendo alumínio; hiperfosfatemia 
com calcificação metastática na deficiência de PTH 


A ingestão média nos EUA fica abaixo do nível recomendado; 
mudanças mínimas aumentando ou diminuindo os níveis 
plasmáticos resultam em arritmias e fraqueza muscular 


A deficiência dietética é rara; pode ser ingerido em excesso 
como NaCl; hiponatremia é observada com elevada perda 
de água; hipernatremia com retenção de água 


Mecanismos desconhecidos. 


A deficiência dietética é rara; Menkes (deficiência de Cu 
genética e sistêmica) e Wilson (sobrecarga de Cu genética e sistêmica) 


Deficiência resulta em cáries dentárias 








pelas bactérias da boca 
Ferro (Fe) Cofator enzimático, ligação de oxigênio, A deficiência dietética resulta em anemia microcítica; 
proteínas Fe-S hemocromatose hereditária, uma doença genética de 
sobrecarga de Fe (hiperglicemia, hiperpigmentação) 
Manganês (Mn) Cofator enzimático A deficiência dietética é rara 
Zinco (Zn) Cofator enzimático, estrutura de proteinas Fitatos e alguns fármacos diminuem a sua absorção; 
(dedos-de-zinco) deficiência grave (acrodermatite enteropática) com defeito 
no seu transportador 
Microminerais (ultratraço): 
<1 mg/dia 
lodo (l) Sintese dos hormônios da tireoide (Ts, T4) Ingestão insuficiente causa bócio, hipotireoidismo com 
fadiga, ganho de peso e diminuição da taxa metabólica; 
na deficiência congênita, ocorrem danos neurológicos; 
hipertireoidismo (produção aumentada de T., T,) na 
doença de Graves 
Molibdênio (Mo) Cofator enzimático Deficiência dietética é desconhecida 
Selênio (Se) Encontrado (como selenocisteina) em Deficiência dietética é rara (doença de Keshan com solo 
selenoproteínas deficiente em Se), toxicidade por suplementos 
Figura 29.18 


Resumo dos minerais. PTH = hormônio da paratireoide; CI = cloreto; S = enxofre; T, = tri-iodotironina; T, = tiroxina. 
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Questões para estudo 





Para as perguntas 29.1 a 29.7, correlacione o mineral com a des- 
crição mais apropriada. 


Cálcio. 
Cloreto. 
Cobre. 
lodo. 
Ferro. 
Magnésio. 
Manganês. 
Molibdênio. 
Fósforo. 
Potássio. 
Selênio. 
Sódio. 
Zinco. 


ErAc-IOnmDOm> 


29.1 Níveis elevados de qual mineral podem resultar em hiper- 
tensão em determinadas populações? 


29.2 Qual é o principal ânion extracelular? 


29.3 Uma diminuição de qual mineral é observada na síndro- 
me da realimentação e a partir do uso excessivo de anti- 
ácidos contendo alumínio? 


29.4 Qual mineral é constituinte de alguns aminoácidos en- 
contrados em proteínas envolvidas nas defesas antioxi- 
dantes, no metabolismo dos hormônios da tireoide e nas 
reações redox? 


29.5 Qual mineral é necessário para a formação de proteínas 
com estrutura supersecundária que permite a ligação ao 
DNA? (Sua deficiência pode resultar em dermatite.) 


29.6 A deficiência de qual mineral pode causar dor óssea, te- 
tania (espasmos musculares intermitentes), parestesia 
(sensação de “alfinetes e agulhas”) e uma maior tendên- 
cia ao sangramento? 


29.7 A deficiência de qual micronutriente pode resultar em bó- 
cio e em uma diminuição da taxa metabólica? 


Respostas corretas = L, B, |, K, M, A, D. A hipernatremia (elevação de 
sódio plasmático) pode levar à retenção de água, que pode causar 
hipertensão em populações sensíveis ao sal (p. ex., afro-america- 
nos). O cloreto é o principal ânion extracelular. (Nota: o sódio é o 
principal cátion extracelular, o potássio é o principal cátion intracelu- 
lar e o fosfato é o principal ânion intracelular. A diferença de concen- 
tração entre os dois lados da membrana é mantida pelo transporte 
ativo.) O metabolismo de carboidratos envolve a geração de inter- 
mediários fosforilados. A realimentação em indivíduos com desnu- 
trição grave aumenta a captação do fosfato e resulta em hipofosfa- 
temia. A fraqueza muscular é um sintoma comum. A selenocisteina, 
um aminoácido formado a partir da serina e do selênio, é encontrada 
em proteínas (selenoproteinas), como a glutationa-peroxidase, de- 
siodinases e a tiorredoxina-redutase. Os dedos-de-zinco são um 
tipo de motivo estrutural encontrado em proteínas (p. ex., fatores de 
transcrição) que se ligam ao DNA. A deficiência grave de zinco como 
resultado de mutações no seu transportador intestinal pode resultar 
em acrodermatite enteropática, que é caracterizada por dermatite, 
diarreia e alopecia. O cálcio é necessário para a mineralização ós- 
sea, contração muscular, condução nervosa e coagulação sangui- 
nea. Sua deficiência afetará todos esses processos. Os hormônios 
tireoidianos são tirosinas iodadas liberadas pela digestão proteolítica 
da tireoglobulina. O baixo consumo de iodo causa aumento da ti- 
reoide na tentativa de aumentar a síntese hormonal. (Nota: o bócio 
pode também resultar da produção de grande quantidade desses 
hormônios, como ocorre na doença de Graves, ou se houver dimi- 
nuição de sua sintese, como na doença de Hashimoto. Ambas são 
doenças autoimunes.) Os hormônios tireoidianos aumentam a taxa 
metabólica de repouso. 
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29.8 


A síndrome de DiGeorge é uma condição congênita que 
resulta em anomalias estruturais e falha no desenvolvi- 
mento do timo e das glândulas paratireoides. As mani- 
festações clínicas incluem infecções recorrentes como 
consequência de uma deficiência nas células T. Qual das 
seguintes afirmações é uma consequência clínica espe- 
rada da deficiência do hormônio da paratireoide? 
Aumento da reabsorção óssea. 

Aumento da reabsorção de cálcio no rim. 

Aumento do calcitriol plasmático. 

Aumento do fosfato plasmático. 


gomp 


Para as questões 29.9 e 29.10, correlacione os sinais e sintomas 
com a patologia. 


29.9 


29.10 


A. Doença de Graves. 
Hemocromatose hereditária. 
Hipercalcemia. 
Hiperfosfatemia. 

Doença de Keshan. 
Síndrome de Menkes. 
Selenose. 

Doença de Wilson. 


IOnmoDom 


Um homem de 28 anos de idade apresenta queixas de 
dor recente e grave no quadrante superior direito. Ele 
também relata algumas dificuldades em tarefas de motri- 
cidade fina. Não foi observada icterícia no exame físico. 
Os testes laboratoriais demonstraram níveis notavelmen- 
te elevados nos testes de função hepática (aspartato e 
alanina aminotransferases plasmáticas) e aumento de 
cálcio e fosfato na urina. A consulta oftalmológica reve- 
lou anéis de Kayser-Fleischer na córnea. O paciente foi 
inicialmente tratado com penicilina e zinco. 


Em uma mulher de 52 anos de idade, foram observadas 
mudanças inesperadas na pigmentação da pele que lhe 
dão uma aparência bronzeada. O exame físico mostra 
hiperpigmentação, hepatomegalia e icterícia leve da es- 
clera. Os testes laboratoriais mostraram aumento notável 
nas transaminases plasmáticas (testes de função hepáti- 
ca) e na glicemia em jejum. Os resultados de outros tes- 
tes estão pendentes. 


Resposta correta = D. O hormônio da paratireoide (PTH, do inglês 
parathyroid hormone) aumenta a ressorção óssea (desmineraliza- 
ção), resultando na liberação de cálcio e fosfato. Também aumenta 
a reabsorção renal de cálcio, porque o PTH ativa a hidroxilase renal 
que converte calcidiol em calcitriol. O PTH também aumenta a ex- 
creção renal de fosfato. Com o hipoparatireoidismo da síndrome de 
DiGeorge, todas essas atividades do PTH são prejudicadas. Conse- 
quentemente, são observadas hipocalcemia e hiperfosfatemia. 


Resposta correta = H. O paciente possui a doença de Wilson, um 
distúrbio autossômico recessivo que diminui o efluxo de cobre do 
fígado devido a mutações na proteína transportadora de cobre he- 
pática ATP7B. O cobre escapa para o sangue e é depositado no en- 
céfalo, nos olhos, no rim e na pele. Isso resulta em danos ao fígado e 
aos rins, efeitos neurológicos e mudanças da córnea causados pelo 
excesso de cobre. O tratamento consiste na administração de um 
quelante de metal, a penilcilamina. (Nota: como o zinco também é 
quelado, é comum a suplementação com esse elemento.) A doença 
de Graves resulta em hipertireoidismo. A hemocromatose hereditária 
é uma doença relacionada ao excesso de ferro. A doença de Keshan 
é resultado de uma deficiência de selênio, enquanto a selenose é 
causada por um excesso de selênio. A síndrome de Menkes é resul- 
tado de uma deficiência sistêmica de cobre como resultado de mu- 
tações da ATP7A, uma proteina intestinal transportadora de cobre. 


Resposta correta = B. A paciente possui hemocromatose hereditária, 
uma doença de sobrecarga de ferro que resulta em níveis inadequa- 
damente baixos de hepcidina, o que é causado principalmente por 
mutações no gene HFE (ferro alto). A hepcidina regula a ferroportina, 
a única proteína conhecida exportadora de ferro em humanos, au- 
mentando a sua degradação. O aumento de ferro com a deficiência 
de hepcidina causa hiperpigmentação e hiperglicemia. O tratamento 
consiste em flebotomia ou no uso de quelantes de ferro. (Nota: os 
testes de laboratório pendentes mostrariam um aumento nos níveis 
plasmáticos de ferro e na saturação da transferrina.) 


UNIDADE VII 


Armazenamento e expressão da informação genética 





Estrutura, replicação 
e reparo do DNA 


Il. VISÃO GERAL 





Os ácidos nucleicos são necessários para o armazenamento e a expressão 
da informação genética. Existem dois tipos quimicamente distintos de ácidos 
nucleicos: o ácido desoxirribonucleico (DNA) e o ácido ribonucleico ([RNA] 
ver Cap. 31). O DNA, o repositório da informação genética (ou genoma), está 
presente não somente nos cromossomos dentro do núcleo dos organismos 
eucarióticos, mas também nas mitocôndrias, e ainda nos cloroplastos de 
plantas. As células procarióticas, que não apresentam núcleo, têm um úni- 
co cromossomo, mas também podem conter DNA não cromossômico, na 
forma de plasmídeos. A informação genética encontrada no DNA é copiada 
e transmitida para as células-filhas por meio da replicação do DNA. O DNA 
contido em uma célula-ovo fertilizada codifica a informação que direciona o 
desenvolvimento de um organismo. Este desenvolvimento pode envolver a 
produção de bilhões de células. Cada célula é especializada, expressando 
somente as funções necessárias para desempenhar o seu papel na manu- 
tenção do organismo. Dessa forma, o DNA deve ser capaz não somente de 
replicar-se de forma precisa cada vez que uma célula se divide, mas tam- 
bém de expressar, de forma seletiva, a informação que contém. A transcrição 
(síntese de RNA) é o primeiro estágio na expressão da informação genética 
(ver Cap. 31). A seguir, o código contido na sequência de nucleotídeos das 
moléculas de RNA mensageiro é traduzido (síntese proteica; ver Cap. 32), 
completando, assim, a expressão gênica. A regulação da expressão gênica 
é discutida no Capítulo 33. 





denominado de “dogma central” da biologia molecular (Fig. 30.1). Ele 
descreve o fluxo de informações em todos os organismos, à exceção 
de alguns vírus que têm o RNA como o repositório de sua informação 


O fluxo de informação do DNA para o RNA e deste para proteinas é 
genética. 
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RNA 


PROTEÍNA 





Figura 30.1 
O “dogma central” da biologia 
molecular. 
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Figura 30.2 


A. Cadeia de DNA com a sequência de nucleotídeos indicada no sentido 5' > 3". Uma ligação 3' > 5' fosfodiéster 
é mostrada em realce na caixa azul, e o esqueleto de desoxirribose-fosfato está sombreado em amarelo. B. O DNA 
demonstrado de forma mais estilizada, enfatizando o esqueleto de desoxirribose-fosfato (p). C. Uma representação 
mais simples da sequência nucleotídica. D. A representação mais simples (e mais comum). (Nota: a sequência 

de nucleotídeos deve ser representada na direção 5'— 3", exceto quando indicado.) 


H. ESTRUTURA DO DNA 





O DNA é um polímero de desoxirribonucleosídeos-monofosfatados (ANMP) 
covalentemente unidos por ligações fosfodiéster 3' — 5". À exceção de al- 
guns poucos vírus que contêm DNA de fita simples (fsDNA), o DNA existe na 
forma de uma molécula de fita dupla (fdDNA), em que as duas fitas se enro- 
lam uma ao redor da outra, formando uma dupla-hélice. (Nota: a sequência 
da cadeia de dNMP compõe a estrutura primária, e a dupla-hélice configura 
a estrutura secundária.) Nas células eucarióticas, o DNA encontra-se asso- 
ciado a vários tipos de proteínas presentes no núcleo (conhecidas coletiva- 
mente como nucleoproteínas), ao passo que, em procariotos, o complexo 
proteína-DNA está presente em uma região não delimitada por membranas, 
conhecida como nucleoide. 


A. Ligações fosfodiéster 3 > 5' 


Ligações fosfodiéster unem o grupo 3'-hidroxila da desoxipentose de 
um nucleotídeo com o grupo 5'-hidroxila da desoxipentose de um nu- 
cleotídeo adjacente, por meio de um grupo fosforila (Fig. 30.2). A ca- 
deia resultante, longa e linear, tem polaridade, apresentando uma ex- 
tremidade 5' (a extremidade com o fosfato livre) e uma extremidade 3' 
(a extremidade com a hidroxila livre) não ligadas a outros nucleotídeos. 
Por convenção, as bases localizadas ao longo do esqueleto resultan- 
te de desoxirribose-fosfato são sempre escritas em sequência, a par- 
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tir da extremidade 5' da cadeia para a extremidade 3'. Por exemplo, a 
sequência de bases no DNA, mostrada na Figura 30.2D, é lida “timina, 
adenina, citosina, guanina” (5'-TACG-3'). As ligações fosfodiéster entre 
nucleotídeos podem ser hidrolisadas enzimaticamente por uma família 
de nucleases, desoxirribonucleases para o DNA e ribonucleases para o 
RNA, ou podem ser clivadas hidroliticamente por compostos químicos. 
(Nota: apenas o RNA é clivado por álcalis.) 


Dupla-hélice 


Na dupla-hélice, as duas cadeias espiralam-se em torno de um eixo he- 
licoidal típico. As cadeias são pareadas de maneira antiparalela (i.e., a 
extremidade 5' de uma fita pareia-se com a extremidade 3' da outra 
fita), conforme ilustrado na Figura 30.3. Na hélice de DNA, o esqueleto 
hidrofílico de desoxirribose-fosfato de cada cadeia fica na parte externa 
da molécula, ao passo que as bases hidrofóbicas situam-se internamen- 
te. A estrutura em seu todo lembra uma escada em espiral. A relação 
espacial entre as duas fitas na hélice cria um sulco maior (mais amplo) 
e um sulco menor (mais estreito). Esses sulcos fornecem acesso para a 
ligação de proteínas reguladoras em sequências específicas de reconhe- 
cimento ao longo da cadeia de DNA. (Nota: certos fármacos anticâncer, 
como a dactinomicina [actinomicina D], exercem os seus efeitos citotó- 
xicos intercalando-se no sulco menor da dupla-hélice de DNA, interferin- 
do, dessa forma, na síntese de DNA [e de RNAJ.) 


1. Pareamento de bases. As bases de uma fita de DNA são pa- 
readas com as bases da segunda fita, de maneira que a adenina 
(A) é sempre pareada com a timina (T), e a citosina (C) é sempre 
pareada com a guanina (G). (Nota: os pares de bases localizam-se 
perpendicularmente ao eixo helicoidal [ver Fig. 30.3].) Dessa forma, 
uma cadeia polinucleotídica da dupla-hélice de DNA é sempre o 
complemento da outra. Sabendo-se a sequência de bases em uma 
cadeia, a sequência de bases da cadeia complementar pode ser 
determinada (Fig. 30.4). (Nota: essa especificidade no pareamento 
de bases no DNA leva à regra de Chargaff, que afirma que em qual- 
quer amostra de fdDNA, a quantidade de A é igual à quantidade 
de T, a quantidade de G é igual à quantidade de C, e a quantidade 
total de purinas [A + G] é igual à quantidade total de pirimidinas [T + 
CJ.) Os pares de bases são unidos por ligações de hidrogênio: duas 
ligações entre A e T e três entre G e C (Fig. 30.5). Essas ligações de 
hidrogênio, mais as interações hidrofóbicas entre as bases empilha- 
das, estabilizam a estrutura da dupla-hélice. 


2. Separação das cadeias de DNA. As duas fitas da dupla-hélice 
separam-se quando são rompidas as ligações de hidrogênio entre 
os pares de bases. A ruptura das ligações pode ser realizada em 
laboratório se o pH da solução de DNA for alterado de maneira a 
ionizar as bases nucleotídicas, ou por aquecimento. (Nota: as liga- 
ções covalentes fosfodiéster não são rompidas com tais tratamen- 
tos.) Quando o DNA é aquecido, a temperatura em que metade da 
estrutura helicoidal se perde é definida como temperatura de fusão 
(T). A perda da estrutura helicoidal do DNA, chamada de desna- 
turação, pode ser monitorada pela medição de sua absorbância a 
260 nm. (Nota: o fsDNA tem uma absorbância relativa maior nesse 
comprimento de onda do que o fdDNA.) Uma vez que há três liga- 
ções de hidrogênio entre G e C, mas somente duas entre A e T, o 
DNA que contiver altas concentrações de A e T desnatura em uma 
temperatura menor do que o DNA rico em G e C (Fig. 30.6). Em 
condições apropriadas, as fitas complementares de DNA podem re- 
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Figura 30.3 

DNA dupla-hélice, com ilustração 
de algumas de suas principais 
características estruturais. 
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Figura 30.4 

Duas sequências complementares 
de DNA. T = timina; A = adenina; 
C = citosina; G = guanina. 
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Figura 30.5 
Ligações de hidrogênio entre bases 
complementares. 
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Figura 30.6 

Temperaturas de fusão (T,) de 
moléculas de DNA com diferentes 
composições de nucleotídeos. 

A = adenina; T = timina; G = guanina; 
C = citosina. 


fazer a dupla-hélice por um processo chamado de renaturação (ou 
reanelamento). (Nota: a separação das duas fitas em regiões curtas 
ocorre durante a síntese de DNA e de RNA.) 


3. Formas estruturais. Existem três formas estruturais principais de 
DNA: a forma B (descrita por Watson e Crick em 1953), a forma A 
e a forma Z. A forma B é uma hélice espiralada para a direita, com 
10 pares de bases (pb) em cada volta (ou torção) de 360º da héli- 
ce e com os planos das bases perpendiculares ao eixo helicoidal. 
Acredita-se que o DNA cromossômico consista principalmente em 
B-DNA (a Fig. 30.7 ilustra um modelo de preenchimento do B-DNA). 
A forma A é produzida pela desidratação moderada da forma B. É 
também uma hélice voltada para a direita, mas há 11 pb por volta, 
e os planos dos pares de bases estão inclinados a 20º da perpen- 
dicular ao eixo helicoidal. A conformação encontrada nos híbridos 
DNA-RNA (ver pág. 418) ou em regiões de fita dupla de RNA-RNA é, 
provavelmente, muito semelhante à forma A. O Z-DNA é uma hélice 
voltada para a esquerda, que contém cerca de 12 pb por volta (ver 
Fig. 30.7). (Nota: a estrutura do esqueleto de desoxirribose-fosfato 
é em zigue-zague, daí o nome Z-DNA.) Porções contendo Z-DNA 
podem ocorrer naturalmente em regiões de DNA com sequências 
alternadas de purinas e pirimidinas (p. ex., poli GC). As transições 
entre as formas helicoidais B e Z do DNA podem desempenhar fun- 
ções importantes na regulação da expressão gênica. 


C. Moléculas de DNA lineares e circulares 


Cada cromossomo no núcleo de um eucarioto contém uma longa molé- 
cula linear de fdDNA ligada a uma mistura complexa de proteínas (histo- 
nas e outras; ver pág. 425) para formar a cromatina. Os eucariotos pos- 
suem moléculas de fdDNA circular nas mitocôndrias, assim como ocorre 
nos cloroplastos em vegetais. Um organismo procariótico geralmente 
contém uma molécula única e circular de fdDNA. (Nota: o DNA circular 
apresenta uma “supertorção”, ou seja, a dupla-hélice cruza sobre si mes- 
ma uma ou mais vezes. A supertorção pode resultar em super-rotação 
[supertorção positiva - muitas rotações] ou sub-rotação [supertorção ne- 
gativa — perda de rotações] de DNA. A supertorção, um tipo de estrutura 
terciária, compacta o DNA.) Cada cromossomo procariótico está asso- 
ciado a proteínas que não são histonas, que ajudam a condensar o DNA 
para formar um nucleoide. Além disso, a maioria das espécies de bacté- 
rias também contém pequenas moléculas de DNA extracromossomais 
circulares, chamadas de plasmídeos. O DNA plasmidial carrega informa- 
ção genética e sofre replicação, que pode ou não estar sincronizada com 
a divisão cromossômica. (Nota: o uso de plasmídeos como vetores na 
tecnologia do DNA recombinante é descrito no Cap. 34.) 





Os plasmídeos podem carregar genes que conferem à bactéria hospe- 
deira resistência a antibióticos, podendo também facilitar a transferên- 
cia de informação genética de uma bactéria para a outra. 











Ill. ETAPAS NA REPLICAÇÃO DO DNA 
PROCARIÓTICO 





Quando as duas fitas do fdDNA são separadas, cada uma pode servir de 
molde para a replicação (síntese) de uma nova fita complementar. Isso pro- 
duz duas moléculas-filhas, cada uma com duas fitas de DNA (uma anterior 
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e uma nova) de orientação antiparalela (ver Fig. 30.3). Este processo é cha- 
mado de replicação semiconservativa, pois, embora o duplex parental possa 
ser separado em duas partes (e, portanto, não seja conservado como uma 
entidade), cada uma das fitas parentais permanece intacta em um dos dois 
novos duplex (Fig. 30.8). As enzimas envolvidas no processo de replicação 
do DNA são polimerases que requerem magnésio (Mg?) e atuam sobre mol- 
des preexistentes, podendo sintetizar a sequência complementar de cada 
fita com extraordinária fidelidade. As reações aqui descritas foram, inicial- 
mente, conhecidas a partir de estudos com a bactéria Escherichia coli (E. 
coli), e a descrição a seguir refere-se ao processo observado em procariotos. 
A síntese de DNA nos organismos superiores* é mais complexa, mas envolve 
os mesmos tipos de mecanismos. Nos dois casos, o início da replicação do 
DNA condiciona a célula a continuar o processo até que o genoma inteiro 
tenha sido replicado. 


A. Separação das fitas complementares 


Para que as duas fitas complementares do fdDNA parental sejam repli- 
cadas, elas devem, inicialmente, passar por um processo de separação 
(ou “desnaturação”) em uma pequena região, pois a polimerase usa ape- 
nas fsDNA como modelo. Nos organismos procarióticos, a replicação 
de DNA começa em uma única e particular sequência de nucleotídeos, 
um local (sítio) chamado de origem da replicação ou ori (oriC em E. coli), 
como mostrado na Figura 30.9A. (Nota: essa sequência é denominada 
sequência consenso, pois a ordem dos nucleotídeos é essencialmente a 
mesma em cada sítio.) A ori inclui segmentos curtos e ricos em AT, que 
facilitam a separação. Nos eucariotos, a replicação inicia em múltiplos 
sítios ao longo da hélice de DNA (Fig. 30.9B). Possuir múltiplas origens 
para a replicação propicia um mecanismo para replicar rapidamente mo- 
léculas de DNA eucarióticas de grande tamanho. 


B. Formação da forquilha de replicação 


À medida que as duas fitas se desenrolam e se separam, a síntese ocor- 
re em duas forquilhas de replicação que se afastam da origem em dire- 
ções opostas (bidirecionalmente), gerando uma bolha de replicação (ver 
Fig. 30.9). (Nota: o termo “forquilha de replicação” deriva da estrutura 
em forma de Y na qual a parte aberta da forquilha representa as fitas 
separadas [Fig. 30.10].) 


1. Proteínas necessárias. O começo da replicação do DNA requer 
o reconhecimento da origem (sítio de início) por um grupo de pro- 
teínas que formam o complexo pré-iniciador. Essas proteínas são 
responsáveis por desnaturar a ori mantendo a separação das fitas 
parentais e por desenrolar a dupla-hélice à frente da forquilha de 
replicação que avança. Na E. coli, essas proteínas consistem em: 


a. Proteína DnaA. A proteína DnaaA inicia a replicação ligando- 
-se a sequências nucleotídicas específicas (caixas DnaA) den- 
tro de oriC. A ligação promove a desnaturação de uma região 
rica em AT (o elemento de desenrolamento do DNA) no início da 
desnaturação. A desnaturação (separação da fita) resulta em 
uma região curta e localizada de fsDNA. 


*N. de T. É importante considerar que os termos “superior” e “inferior”, tradicionalmen- 
te empregados para classificar organismos, estão em constante debate para serem 
reformulados em biologia, como, por exemplo: substituir “organismo inferior” por “or- 
ganismo primitivo” e “organismo superior” por “organismo complexo”. Ainda não há 
um consenso. Em “Origem das Espécies”, Charles Darwin já tinha colocado uma nota 
pessoal nesse sentido: “Nunca diga superior ou inferior ao se referir a organismos.”. 
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Figura 30.7 
Estruturas de B-DNA e Z-DNA. 
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Figura 30.8 

Replicação semiconservativa 

do DNA. T = timina; A = adenina; 
C = citosina; G = guanina. 
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Replicação do DNA: origens e forquilhas de replicação. A. DNA procariótico pequeno e circular. B. DNA eucariótico 
inear e longo. 








b. DNA-helicases. Essas enzimas ligam-se ao fsDNA próximo à 
forquilha de replicação; em seguida, movem-se adiante, na re- 
gião de fita dupla, forçando a separação das fitas (desenrolan- 
do, assim, a dupla-hélice). As helicases necessitam da energia 
oriunda da hidrólise do ATP (ver Fig. 30.10). O desenrolamento 
na forquilha de replicação causa superenrolamento em outras 
regiões da molécula de DNA. (Nota: a DnaB é a principal helica- 
se da replicação da E. coli. A ligação dessa proteína hexaméri- 
ca ao DNA requer DnaC.) 


A DNA-helicase 
desenrola a 
dupla-hélice. 













3 





Sentido do 
movimento da 
forquilha de 


pihe, c. Proteína de ligação ao DNA de cadeia simples. Essa pro- 
replicação. 


teína liga-se ao fsDNA gerado pelas helicases (ver Fig. 30.10). 
A ligação é cooperativa (i.e., a ligação de uma unidade de pro- 
teína de ligação à fita simples [LFS] facilita que moléculas adi- 
cionais da proteína LFS venham a ligar-se firmemente à fita de 
DNA). As proteínas LFS não são enzimas, porém servem para 
= alterar o equilíbrio entre o fdDNA e o fsDNA, induzindo o predo- 
Figura 30.10 ii mínio das formas de fita simples. Essas proteínas não somente 
Proteínas responsáveis pela mantêm as duas fitas de DNA separadas na área da origem da 
manutenção da separação das replicação, fornecendo o molde de fita simples necessário para 


fitas parentais e desenrolamento da as polimerases, mas também protegem o DNA das nucleases 
dupla-hélice à frente da forquilha de que clivam o fsDNA. 


replicação (>) em progressão. o 
ADP = difosfato de adenosina; 2. Resolvendo o problema das supertorções. A medida que as 
P, = fosfato inorgânico. duas cadeias da dupla-hélice são separadas, é encontrado um pro- 


As proteínas de ligação a 
DNA de fita simples 

mantêm as duas fitas de 
DNA separadas. 
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blema: o surgimento de supertorções positivas na região do DNA à 
frente da forquilha de replicação, como resultado da super-rotação 
(Fig. 30.11), e supertorções negativas na região atrás da forquilha. O 
acúmulo de supertorções positivas interfere no desenrolamento adi- 
cional da dupla-hélice. (Nota: a supertorção pode ser demonstrada 
segurando-se com firmeza uma extremidade de um cordão espiral 
de telefone enquanto se enrola a outra extremidade. Se o cordão for 
enrolado na direção do tensionamento das espirais, vai enrolar em 
volta de si mesmo no espaço e formar supertorções positivas. Se 
o cordão for torcido na direção do afrouxamento das espirais, vai 
enrolar-se na direção oposta e formar supertorções negativas.) Para 
resolver esse problema, existe um grupo de enzimas chamadas 
DNA-topoisomerases, responsáveis por remover as supertorções 
na hélice, clivando transitoriamente uma ou ambas as fitas de DNA. 


a. DNA-topoisomerases tipo |. Essas enzimas clivam de ma- 
neira reversível uma única fita na dupla-hélice. Elas apresentam 
as atividades de clivagem e de religação das fitas. Essas enzi- 
mas não necessitam de ATP e parecem estocar a energia das 
ligações fosfodiéster que clivam, reutilizando a energia para li- 
gar novamente a fita (Fig. 30.12). Cada vez que uma clivagem 
transitória é criada em uma fita de DNA, a fita intacta de DNA é 
passada pelo local de ruptura antes da sua religação, aliviando 
(relaxando) as supertorções acumuladas. As topoisomerases 
tipo | relaxam supertorções negativas (i.e., aquelas com menor 
número de voltas na hélice em comparação ao DNA relaxado) 
na E. coli, assim como relaxam ambas as supertorções negati- 
vas e positivas (aquelas com menor ou maior número de voltas 
da hélice que o DNA relaxado) em muitas células procarióticas 
(mas não na E. coli) e em células eucarióticas. 


b. DNA-topoisomerases tipo Il. Essas enzimas ligam-se forte- 
mente à dupla-hélice do DNA e fazem cortes transitórios em 
ambas as fitas. A enzima induz, a seguir, um segundo estira- 
mento da dupla-hélice do DNA para passá-la através do ponto 
de ruptura e, por fim, refaz a ligação (Fig. 30.13). Como resulta- 
do, ambas as supertorções, negativas e positivas, podem ser 
aliviadas por esse processo dependente de ATP. A DNA-girase, 
uma topoisomerase tipo Il encontrada em bactérias e plantas, 
possui a propriedade incomum de ser capaz de introduzir su- 
pertorções negativas no DNA circular, usando energia da hi- 
drólise do ATP. Isso facilita a replicação futura do DNA, pois as 
supertorções negativas neutralizam as supertorções positivas 
introduzidas durante a abertura da dupla-hélice. Esse mecanis- 
mo também auxilia na separação transitória das fitas, necessá- 
ria durante a transcrição (ver pág. 436). 





Os agentes anticancerígenos camptotecinas têm como alvo as topoi- 
somerases do tipo | humanas, enquanto o etoposido tem como alvo as 
topoisomerases do tipo Il. A DNA-girase bacteriana é um alvo singular 
para um grupo de agentes antimicrobianos chamados de fluoroquinolo- 
nas (p. ex., a ciprofloxacina). 




















Figura 30.11 
Supertorção positiva resultante 
da separação das fitas de DNA. 











Figura 30.12 
Ação da DNA-topoisomerase tipo |. 








A metade esquerda do círculo 
dobra-se sobre a metade direita. 













A porção 
posterior da 
hélice é clivada. 


A porção anterior 
da hélice passa 

através do corte, 
que é religado. 














Figura 30.13 
Ação da DNA-topoisomerase tipo Il. 
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Figura 30.14 


Síntese semidescontínua de DNA. Setas pretas = síntese contínua; setas brancas = síntese descontínua. 
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Uso de um RNA iniciador para iniciar 
a síntese de DNA. ® e ® = fosfato; 
dCTP = desoxicitidina-trifosfato. 


c. 


O sentido da replicação do DNA 


As DNA-polimerases (DNA-pols) responsáveis pela cópia dos moldes de 
DNA são capazes de ler as sequências nucleotídicas parentais apenas 
no sentido 3' — 5”, enquanto sintetizam as novas fitas de DNA no sen- 
tido 5' > 3' (antiparalelo). Portanto, começando com uma dupla-hélice 
parental, as duas regiões recém-sintetizadas de cadeias nucleotídicas 
devem crescer em sentidos opostos — uma no sentido 5' > 3', rumo à 
forquilha de replicação, e a outra no sentido 5' > 3”, oposto à forquilha 
de replicação (Fig. 30.14). Esse feito é conseguido por um mecanismo 
que difere um pouco em cada fita. 


1. Fita contínua. A fita que está sendo copiada no mesmo sentido 
do avanço da forquilha de replicação é sintetizada continuamente, 
sendo, portanto, chamada de fita líder, ou fita contínua. 


2. Fita descontínua. A fita que está sendo copiada no sentido 
oposto ao do avanço da forquilha de replicação é sintetizada com 
interrupções, com pequenos fragmentos de DNA copiados próxi- 
mos da forquilha de replicação. Essas pequenas regiões de DNA 
descontínuo, denominadas fragmentos de Okazaki, por fim, são 
unidas pela ligase para tornarem-se uma fita única e contínua. A 
nova fita de DNA produzida por esse mecanismo é denominada 
fita descontínua. 


RNA iniciador 


As DNA-pols não conseguem iniciar a síntese de uma fita complemen- 
tar de DNA a partir de um molde constituído somente de fita simples. 
Em vez disso, elas requerem um RNA iniciador, uma pequena porção de 
RNA que será pareada com as bases do molde de DNA, formando um 
híbrido DNA-RNA de fita dupla. O grupo hidroxila livre, na extremidade 
3' do RNA iniciador, serve como o primeiro aceptor de um desoxinucleo- 
tídeo pela ação de uma DNA-pol (Fig. 30.15). (Nota: lembre-se de que a 
glicogênio-sintase também necessita de iniciador [ver pág. 126].) 


1. Primase. Uma ANA-polimerase específica, denominada prima- 
se (DnaG), sintetiza essas pequenas regiões de RNA (cerca de 10 
nucleotídeos de comprimento) complementares e antiparalelas ao 
molde de DNA. No híbrido duplex resultante, U (uracila) no RNA 
pareia-se com A no DNA. Como indicado na Figura 30.16, essas 
pequenas sequências de RNA são constantemente sintetizadas 
na forquilha de replicação na fita descontínua, mas somente uma 
sequência de RNA é necessária na origem da replicação na fita 
contínua. Os substratos para esse processo são os ribonucleo- 
sídeos-5'-trifosfato, e um pirofosfato é liberado a cada ribonucle- 
osídeo-monofosfato incorporado por meio da formação de uma 
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DNA-polimerase Ill reconhece o RNA iniciador 
e começa a sintetizar o DNA. 











Figura 30.16 
Alongamento das fitas contínua e descontínua. (Nota: o grampo deslizante não é mostrado para a fita descontínua 
no DNA.) 


ligação fosfodiéster 3' — 5". (Nota: o RNA iniciador é removido pos- 
teriormente, como descrito no item F, abaixo.) 


2. Primossomo. A adição da primase converte o complexo pré- 
-iniciador, necessário para a separação das fitas do DNA (ver pág. 
415), em um primossomo. O primossomo produz o RNA iniciador 
necessário para a síntese da fita contínua e inicia a formação dos 
fragmentos de Okazaki na síntese da fita descontínua. Assim como 
na síntese de DNA, a direção da síntese do iniciador é 5' > 3”. 


E. Alongamento da cadeia 


As DNA-pols procarióticas (e eucarióticas) alongam uma fita nova de 
DNA pela adição de desoxirribonucleotídeos, um de cada vez, na ex- 
tremidade 3' da cadeia em crescimento (ver Fig. 30.16). A sequência 
de nucleotídeos adicionados é ditada pela sequência de bases da fita- 
-molde, com a qual são pareados os nucleotídeos adicionados. 


1. DNA-polimerase Ill. O alongamento da cadeia de DNA é catali- 
sado pela enzima DNA-pol Ill, uma enzima com múltiplas subunida- 
des. Utilizando o grupo hidroxila 3' do RNA iniciador como aceptor 
do primeiro desoxirribonucleotídeo, a DNA-pol Ill começa a adicio- 
nar nucleotídeos ao longo do molde de fita simples que especifica 
a sequência de bases na cadeia recém-sintetizada. A DNA-pol Ill é 
uma enzima com alta processividade* (i.e., permanece ligada à fita- 
-molde enquanto se move ao longo dela, e não requer um processo 
de desligamento-religamento ao adicionar cada novo nucleotídeo). 
Essa característica da DNA-pol Ill resulta de um anel formado por sua 
subunidade B da holoenzima, que circunda e se move ao longo da 
fita-molde do DNA, servindo como um grampo deslizante no DNA. 


*N. de R.T. O número médio de nucleotídeos adicionados antes que a polimerase dis- 
socie-se define a sua processividade. 
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A] FUNÇÃO DE POLIMERASE 





Um nucleosídeo trifosfatado sendo incorporado é 
colocado corretamente em frente a sua base 

complementar no molde de DNA e adicionado na 
forma de nucleotídeo monofosfatado à cadeia de 


EE) Função pe revisão 





Se a DNA-polimerase parear erroneamente um nucleotídeo 
com o molde, ela utiliza a sua atividade exonucleásica 3' = 5' 
para retirar o nucleotídeo pareado de modo incorreto. 





DNA em crescimento. 








Enzima 
avança 
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exonuclease 3' — 5' 














Figura 30.17 


A atividade de exonuclease 3' > 5' possibilita que a DNA-polimerase Ill possa editar a fita de DNA recém-sintetizada. 


(Nota: a formação do grampo é facilitada por um complexo proteico, 
o carregador de grampo, juntamente com a hidrólise do ATP.) A nova 
fita (filha) cresce na direção 5' — 3', antiparalela à fita parental (ver Fig. 
30.16). Os substratos nucleotídicos utilizados são os desoxirribonu- 
cleosídeos-5'-trifosfato. Um pirofosfato (PP) é liberado quando cada 
novo desoxinucleosídeo-monofosfato for adicionado ao grupamento 
3'-hidroxila livre da cadeia em crescimento, por meio de uma ligação 
3' > 5'-fosfodiéster (ver Fig. 30.15). A hidrólise de PP, a 2P, pela piro- 
fosfatase significa que um total de duas ligações de alta energia são 
usadas para impulsionar a adição de cada desoxinucleotídeo. 





A produção de PP, com subsequente hidrólise para 2 P, é um tema co- 
mum em bioquímica. A remoção do produto PP, impulsiona a reação 
no sentido de formação deste composto, tornando-a essencialmente 
irreversível. 





Todos os quatro substratos (desoxiadenosina-trifosfato [dATP], 
desoxitimidina-trifosfato [dTTP], desoxicitidina-trifosfato [dCTP] e 
desoxiguanosina-trifosfato [dGTP]) devem estar presentes para que 
o alongamento do DNA ocorra. Se um dos quatro estiver em quan- 
tidade reduzida, a síntese de DNA será interrompida quando aquele 
nucleotídeo esgotar-se. 


Revisão de erros no DNA recém-sintetizado. É extremamente 
importante para a sobrevivência de um organismo que a sequência 
do DNA seja replicada com o menor número possível de erros. Uma 
leitura errônea da sequência-molde poderia levar a mutações dele- 
térias, talvez letais. Para garantir a fidelidade da replicação, a DNA- 
-pol Ill apresenta uma atividade de edição (exonuclease 3' > 5"; Fig. 
30.17) além da sua atividade de polimerase 5'— 3'. À medida que 
cada nucleotídeo é adicionado à cadeia, a DNA-pol Ill faz uma che- 
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cagem para assegurar-se de que a base do novo nucleotídeo, de 
fato, combina corretamente com a base complementar na fita-mol- 
de. Se não combinar, a atividade de exonuclease 3'—» 5' remove o 
erro na direção oposta à polimerização. (Nota: como a enzima ne- 
cessita, para essa atividade de edição, de um pareamento de bases 
incorreto na extremidade 3'-hidroxila, ela não degrada sequências 
corretamente pareadas de nucleotídeos.) Por exemplo, se a base da 
fita-molde for C e a enzima inserir erroneamente A em vez de G na 
nova cadeia, a atividade de exonuclease 3'— 5' removerá hidroliti- 
camente o nucleotídeo incorreto. A atividade de polimerase 5' > 3', 
então, coloca em seu lugar o nucleotídeo correto contendo G (ver 
Fig. 30.17). (Nota: os domínios correspondentes às atividades poli- 
merase 5' —> 3' e exonuclease 3' —» 5" estão localizados em diferen- 
tes subunidades da DNA-pol Ill.) 


F. Remoção do RNA iniciador e sua substituição por DNA 


A DNA-pol Ill continua a sintetizar DNA na fita descontínua até ser blo- 
queada pela proximidade a um RNA iniciador. Quando isso ocorre, o 
RNA é retirado e a lacuna é preenchida pela DNA-pol I. 


1. Atividade exonuclease 5' > 3'. Além de possuir a atividade de 
polimerase 5' > 3", que sintetiza DNA, e a atividade de exonuclease 
3' >, que edita e corrige erros na cadeia de DNA recém-sintetizada, 
assim como a DNA-pol Ill, a DNA-pol | monomérica também possui 
atividade de exonuclease 5' — 3", capaz de remover hidroliticamen- 
te o RNA iniciador. (Nota: as exonucleases removem os nucleotídeos 
da extremidade da cadeia de DNA, em vez de cortar a cadeia inter- 
namente, como fazem as endonucleases [Fig. 30.18].) Inicialmente, a 
DNA-pol | localiza a lacuna entre a extremidade 3' do DNA recém- 
-sintetizado pela DNA-pol Ill e a extremidade 5' do RNA iniciador ad- 
jacente. A seguir, a DNA-pol | remove hidroliticamente os nucleotídeos 
de RNA à sua frente, movendo-se no sentido 5'— 3' (atividade de 
exonuclease 5' — 3). Enquanto remove ribonucleotídeos, a DNA-pol | 
os substitui por desoxirribonucleotídeos, sintetizando DNA no sentido 
5' > 3' (atividade de polimerase 5' — 3'). À medida que sintetiza o 
DNA, a DNA-pol | também o edita, usando sua atividade de exonucle- 
ase 3'—» 5' para remover erros. Esse processo de remoção/síntese/ 
revisão continua até que o RNA iniciador seja totalmente degradado 
e a lacuna seja preenchida com DNA (Fig. 30.19). (Nota: a DNA-pol | 
usa sua atividade de polimerase 5'— 3' para preencher as lacunas 
geradas durante a maioria dos tipos de reparo do DNA [ver pág. 428].) 


2. Comparação entre as atividades de exonucleases 5' > 3' e 
3'> 5. A atividade de exonuclease 5' >» 3' da DNA-pol | permite 
que a polimerase, movimentando-se no sentido 5' > 3', remova hi- 
droliticamente um ou mais nucleotídeos por vez da extremidade 5" 
do RNA iniciador, que contém cerca de 10 nucleotídeos de compri- 
mento. Em contrapartida, a atividade de exonuclease 3'— 5' da DNA- 
-pol | e da DNA-pol Ill permite que estas polimerases, movendo-se no 
sentido 3' — 5”, removam hidroliticamente um nucleotídeo incorreto 
por vez a partir da extremidade 3' de uma cadeia de DNA crescente, 
aumentando a fidelidade de replicação, de modo que o DNA recente- 
mente formado tem uma baixa taxa de erro (a cada 10” nucleotídeos). 


G. DNA-ligase 


A ligação fosfodiéster final entre o grupo 5'-fosfato na cadeia de DNA 
sintetizada pela DNA-pol Ill e o grupo 3'-hidroxila na cadeia produzida 
pela DNA-pol! | é catalisada pela DNA-ligase (Fig. 30.20). A junção des- 








As exonucleases clivam a partir 
da extremidade da cadeia, 
liberando nucleotídeos individuais. 
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As endonucleases clivam ligações 
dentro da cadeia, produzindo 
cortes de fita simples. 











Figura 30.18 

Atividade de endonuclease versus 
exonuclease. (Nota: as endonucleases 
de restrição [ver pág. 481] cortam 
ambas as fitas.) T = timina; 

A = adenina; C = citosina; 

G = guanina. 
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O RNA iniciador é alongado pela 
DNA-polimerase Ill, até que outro 
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O RNA iniciador é removido pela 
DNA-polimerase |, um ou mais 
ribonucleotídeos por vez. 
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Figura 30.19 


Remoção do RNA iniciador e preenchimento das lacunas pela DNA-polimerase |. 





INN NIN ND 
A E mn O C A 
Doo n O D 

TOON A O aT 

-oH 

5 y 


PO,- 
ATP 


DNA-ligase 
AMP + PP; 


NNNNND 


c 
| Ill 
G 


Howy a 
H ii] i [ji 
T A A c 
-22 

5 j 

reao 


J=) 











Figura 30.20 

Formação de uma ligação 
fosfodiéster pela DNA-ligase. 
(Nota: o monofosfato de adenosina 
[AMP, do inglês adenosine 
monophosphate] é primeiro ligado 
à ligase, depois ao 5'-fosfato, e, 
então, liberado.) 


sas duas regiões de DNA necessita de energia, que é fornecida, na maio- 
ria dos organismos, pela clivagem de ATP a monofosfato de adenosina 
(AMP, do inglês adenosine monophosphate) + PP.. 


H. Terminação 


A terminação da replicação em E. coli é mediada por ligação sequência- 
-específica da proteína Tus (do inglês terminus utilization substance — 
substância de utilização final) aos locais de terminação da replicação 
(ter) no DNA, interrompendo o movimento da forquilha de replicação. 


IV. REPLICAÇÃO DO DNA EUCARIÓTICO 





O processo de replicação do DNA eucariótico segue de maneira muito se- 
melhante à síntese de DNA procariótico. Algumas diferenças já foram discu- 
tidas, como as múltiplas origens de replicação nas células eucarióticas em 
comparação às origens de replicação únicas em procariotos. Foram iden- 
tificadas proteínas eucarióticas de reconhecimento da origem, proteínas li- 
gantes de fsDNA e DNA-helicases dependentes de ATP, cujas funções são 
análogas às das proteínas procarióticas previamente discutidas. Por outro 
lado, os RNA iniciadores são removidos pela RNase H e pela FEN1 (do inglês 
flap endonuclease 1), e não por uma DNA-pol (Fig. 30.21). 


A. Ciclo celular de eucariotos 


Os eventos que envolvem a replicação do DNA eucariótico e a divisão ce- 
lular (mitose) são coordenados para produzir o ciclo celular (Fig. 30.22). A 
fase que precede a replicação é chamada de fase G, (Gap 1). A replicação 
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do DNA ocorre durante a fase S (síntese). Após a síntese do DNA, existe 
outra fase (G, ou Gap 2) antes da mitose (M). No caso das células que pa- 
raram de se dividir, como os linfócitos T maduros, diz-se que elas saíram 
do ciclo celular e entraram na fase G,. Tais células quiescentes podem re- 
ceber novo estímulo para entrada na fase G, e prosseguir, assim, com nova 
divisão celular (Nota: o ciclo celular é controlado por uma série de pontos 
de conferência [checkpoints] que impedem a célula de entrar na próxima 
fase do ciclo antes que tenha completado a fase anterior. Duas classes- 
-chave de proteínas que controlam o progresso da célula ao longo do ciclo 
celular são as ciclinas e as cinases dependentes de ciclinas [Cdk].) 


B. DNA-polimerases eucarióticas 


Pelo menos cinco DNA-pol eucarióticas de alta fidelidade foram identi- 
ficadas e categorizadas de acordo com os pesos moleculares, a locali- 
zação celular, a sensibilidade a inibidores, assim como os moldes ou os 
substratos em que atuam. Elas são designadas por letras gregas, em vez 
de números romanos (Fig. 30.23). 


1. Pola. A enzima pol aœ contém múltiplas subunidades. Uma su- 
bunidade possui a atividade de primase, que inicia a síntese da fita 
contínua e também inicia cada fragmento de Okazaki na fita des- 
contínua. A subunidade primase sintetiza um pequeno RNA inicia- 
dor o qual é alongado pela atividade de polimerase 5' >3' da pol a, 
gerando um pequeno fragmento de DNA. (Nota: a pol œ também é 
denominada pol a/primase.) 


2. Polgepolô. Apol e é recrutada para completar a síntese do DNA 
na fita contínua, ao passo que a pol à alonga os fragmentos de Okazaki 
da fita descontínua, cada uma delas utilizando a sua atividade de exo- 
nuclease 3' > 5" para editar o DNA recém-sintetizado. (Nota: a DNA- 
-pol £ associa-se à proteína antígeno nuclear de proliferação celular 
[PCNA, do inglês proliferating cell nuclear antigen], que serve como 
grampo deslizante no DNA, de forma muito semelhante à subunidade 
B da DNA-pol! Ill de E. coli, garantindo alta processividade.) 


3. PolBepoly. Apol! está envolvida no preenchimento de lacunas 
no reparo do DNA. A pol y replica o DNA mitocondrial. 


C. Telômeros 


Os telômeros são complexos de proteínas e de DNA (coletivamente co- 
nhecidos como shelterin*) localizados nas extremidades dos cromos- 
somos lineares. Eles mantêm a integridade estrutural do cromossomo, 
impedindo o ataque de nucleases e permitindo que sistemas de reparo 
distingam uma extremidade verdadeira de uma ruptura no fdDNA. Nos 
seres humanos, o DNA telomérico consiste em milhares de repetições 
em tandem** de uma sequência hexamérica não codificante, AGGGTT, 
pareadas com uma região complementar contendo C e A. A cadeia 
rica em G é mais longa que o seu complemento rico em C, deixando 
a extremidade 3' na forma de fsDNA, com algumas poucas centenas 
de nucleotídeos em extensão. Acredita-se que a região de fita simples 
dobra-se sobre si mesma, formando uma estrutura em forma de alça 
estabilizada por proteínas. 


*N. de T. O termo shelter em inglês quer dizer “abrigo”, e, como os telômeros auxiliam 
na manutenção da integridade estrutural do cromossomo, esse complexo proteico é 
também denominado shelterin. 


**N. de T. Repetir em tandem significa repetir algo várias vezes, neste caso, a sequência 
AGGGTT. 








Reconhecimento da origem | ORC 





Atividade de helicase MCM 

Proteção do fsDNA RPA 

Sintese do iniciador Pol a/primase 

Grampo deslizante PCNA 

Remoção do iniciador RNase H, FEN1 
Figura 30.21 


Proteínas e sua função na replicação 
eucariótica. ORC = complexo de 
reconhecimento da origem; 

MCM = complexo de manutenção 
de minicromossomo; RPA = proteína 
de replicação A; PCNA = antigeno 
nuclear de proliferação celular; 

FEN = flap endonuclease. 














Figura 30.22 

O ciclo celular eucariótico. (Nota: as 
células podem sair do ciclo celular 
e entrar em um estado quiescente 
reversível chamado G,.) 
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descontínua 
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Figura 30.23 

Atividades das DNA-polimerases (pol) 
de eucariotos. (Nota: o asterisco [*] 
designa atividade de exonuclease 
3155") 
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Figura 30.24 

Mecanismo de ação da telomerase, 
uma ribonucleoproteína. T = timina; 
A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; pol = polimerase. 


1. Encurtamento dos telômeros. As células eucarióticas deparam- 
-se com um problema especial na replicação das extremidades de 
suas moléculas de DNA lineares. Após a remoção do RNA iniciador 
da extremidade 5' final da fita descontínua, não existe maneira de 
preencher a lacuna remanescente com DNA. Consequentemente, 
na maioria das células somáticas humanas normais, os telômeros 
encurtam a cada divisão celular sucessiva. Uma vez que os telôme- 
ros tenham encurtado além de um comprimento crítico, a célula não 
é mais capaz de dividir-se e é considerada senescente. Nas células 
germinativas e em células-tronco, assim como nas células cancero- 
sas, os telômeros não encurtam e as células não entram em senes- 
cência. Isso é o resultado da presença de uma ribonucleoproteína, a 
telomerase, que mantém o comprimento telomérico nessas células. 


2. Telomerase. O complexo telomerase contém uma proteína, Tert 
(do inglês telomerase reverse transcriptase), que atua como trans- 
criptase reversa, e um pequeno fragmento de RNA (Terc, do inglês 
telomerase RNA component), que atua como molde. O molde de 
RNA rico em C pareia-se com a extremidade 3' do DNA telomérico 
de fita simples, rico em G (Fig. 30.24). A transcriptase reversa utili- 
za o molde de RNA para sintetizar DNA no sentido normal 5' > 3', 
estendendo a já mais longa extremidade 3”. A telomerase transloca- 
-se, então, para a extremidade recém-sintetizada, e o processo é 
repetido. Uma vez que a fita rica em G tenha sido aumentada, a 
atividade primase da DNA-pol a pode utilizá-la como molde para 
sintetizar um RNA iniciador. O iniciador é estendido pela DNA-pol a 
e depois é removido por nucleases. 


Os telômeros podem ser considerados relógios mitóticos: o seu com- 
primento na maior parte das células está inversamente relacionado com 
o número de vezes que as células sofreram divisão. O estudo dos telô- 


meros fornece informações sobre a biologia do envelhecimento normal, 
das doenças do envelhecimento prematuro (as progérias) e do câncer. 








Transcriptases reversas 


Conforme visto com a telomerase, as transcriptases reversas são DNA- 
-pols dependentes de RNA (produzem DNA a partir de seu RNA). Uma 
transcriptase reversa está envolvida na replicação dos retrovírus, como 
o vírus da imunodeficiência humana (HIV, do inglês human immunodefi- 
ciency virus). Esses vírus carregam seu genoma na forma de moléculas 
de RNAís. Após a infecção de uma célula hospedeira, a enzima viral 
transcriptase reversa usa o RNA viral como molde para a síntese 5' > 3' 
do DNA viral, que se torna, então, integrado aos cromossomos do hos- 
pedeiro. A atividade de transcriptase reversa é observada também nos 
transpósons, elementos de DNA que podem mover-se pelo genoma (ver 
pág. 477). Nos eucariotos, muitos desses elementos são transcritos para 
o RNA, o RNA é utilizado como molde para a síntese de DNA por uma 
transcriptase reversa codificada pelo transpóson, e o DNA é inserido ao 
acaso no genoma. (Nota: os transpósons que envolvem um intermediá- 
rio de RNA são chamados de retrotranspósons ou retropósons.) 


Inibição da replicação de DNA por análogos de nucleosídeos 


O crescimento da cadeia de DNA pode ser bloqueado pela incorporação 
de certos análogos de nucleosídeos que foram modificados na porção con- 
tendo açúcar (Fig. 30.25). Por exemplo, a remoção do grupo hidroxila do 
carbono 3' do anel de desoxirribose, como em 2”, 3'- didesoxinosina ([ddl], 
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também conhecida como didanosina), ou a conversão de desoxirribose 
para outro açúcar, como arabinose, impede que o alongamento da cadeia 
prossiga. Bloqueando a replicação do DNA, esses compostos diminuem 
a divisão de células e vírus, especialmente células e vírus que proliferam 
rapidamente. Por exemplo, a citosina-arabinosídeo (citarabina ou araC) tem 
sido usada na quimioterapia anticâncer, ao passo que a adenina-arabinosí- 
deo (vidarabina ou araA) é um agente antiviral. A substituição na porção de 
açúcar, como se observa em azidotimidina (AZT), também chamada de zi- 
dovudina (ZDV), também encerra o alongamento da cadeia de DNA. (Nota: 
esses fármacos são normalmente fornecidos como nucleosídeos, os quais 
são convertidos posteriormente em nucleotídeos por cinases celulares.) 


V. ORGANIZAÇÃO DO DNA EUCARIÓTICO 





Uma célula somática humana típica (diploide) contém 46 cromossomos, cujo 
DNA total tem aproximadamente 2 metros de comprimento! É difícil imagi- 
nar como uma quantidade tão grande de material genético pode ser efe- 
tivamente empacotada em um volume do tamanho de um núcleo celular, 
para que possa ser replicada de maneira eficiente e sua informação gené- 
tica expressa. Para isso acontecer, é necessária a interação do DNA com 
um grande número de proteínas, cada uma das quais desempenhando uma 
função específica no empacotamento ordenado dessas longas moléculas 
de DNA. O DNA eucariótico está associado a proteínas básicas fortemente 
ligadas, chamadas de histonas. Elas servem para organizar o DNA em uni- 
dades estruturais básicas, os nucleossomos, que se assemelham a contas 
em um colar. Os nucleossomos, por sua vez, estão arranjados em estruturas 
de complexidade cada vez maior, que organizam e condensam as longas 
moléculas do DNA nos cromossomos, que podem ser segregados durante a 
divisão celular. (Nota: o complexo de DNA e proteínas encontrado dentro dos 
núcleos das células eucarióticas é chamado de cromatina.) 


A. Histonas e a formação de nucleossomos 


Existem cinco classes de histonas: H1, H2A, H2B, H3 e H4. Essas pe- 
quenas proteínas, evolutivamente conservadas, estão carregadas posi- 
tivamente em pH fisiológico, como resultado do seu alto conteúdo de 
lisina e arginina. Devido a sua carga positiva, elas formam ligações iôni- 
cas com o DNA carregado negativamente. As histonas, juntamente com 
íons, como o Mg”, ajudam a neutralizar os grupos fosfato do DNA, car- 
regados negativamente. 


1. Nucleossomos. As histonas H2A, H2B, H3 e H4 contribuem com 
duas moléculas cada para formar o núcleo octamérico das estrutu- 
ras nucleossômicas individuais (“contas”). Ao redor desse núcleo 
estrutural, um segmento de fdDNA é enrolado em cerca de duas 
vezes (Fig. 30.26). A rotação elimina uma volta helicoidal, causando 
supertorção negativa. (Nota: as extremidades N-terminais dessas 
histonas podem ser acetiladas, metiladas ou fosforiladas. Essas 
modificações covalentes reversíveis podem influenciar a força com 
que as histonas se ligam ao DNA, afetando a expressão de genes 
específicos. A modificação da histona é um exemplo de mudança 
epigenética, mudanças que podem ser hereditárias na expressão 
gênica causadas sem alteração da sequência de nucleotídeos.) 
Nucleossomos vizinhos são unidos por um DNA ligante de cerca de 
50 pares de bases de comprimento. A H1 não é encontrada no cen- 
tro nucleossômico, mas é ligada à cadeia de DNA ligante, entre as 
estruturas (“contas”) nucleossômicas. A H1 é a histona com maior 
especificidade quanto ao tecido e à espécie. Ela facilita o empaco- 
tamento dos nucleossomos em estruturas mais compactas. 
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Timidina 
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ocorrência natural) 
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Figura 30.25 

Exemplos de análogos de 
nucleosídeos que não possuem um 
grupamento 3'-hidroxila. (Nota: a 
ddl é convertida em sua forma ativa 
[didesoxi-ATP].) 





Centro nucleossômico 
(H2A, H2B, H3, H4), 
ERR] 














Figura 30.26 

Organização do DNA humano, 
ilustrando a estrutura dos 
nucleossomos. H = histona. 
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Figura 30.27 
Organização da estrutura do DNA eucariótico. (Nota: uma compactação linear de 10º vezes é demonstrada de 1 a 5.) 
H = histona. 


2. Níveis mais elevados de organização. Os nucleossomos podem 
ser empacotados mais firmemente (empilhados), formando um nu- 
cleofilamento. Essa estrutura assume a forma de corda, frequente- 
mente referida como fibra de 30 nm. A fibra é organizada em alças 
ancoradas por um suporte nuclear com várias proteínas. Níveis adi- 
cionais de organização levam à estrutura cromossômica final (Fig. 
30.27). 


B. Destino dos nucleossomos durante a replicação do DNA 


Os nucleossomos parentais são desfeitos para permitir o acesso ao DNA 
durante a replicação. Uma vez que o DNA é sintetizado, os nucleos- 
somos se formam rapidamente. Suas proteínas histonas vêm tanto da 
síntese de novo quanto da transferência de histonas parentais. 


VI. REPARO DO DNA 





Apesar do elaborado sistema de edição empregado durante a síntese do 
DNA, certos erros (incluindo o pareamento incorreto de bases ou a inserção 
de um ou alguns nucleotídeos extras) podem ocorrer. Além disso, o DNA é 
submetido constantemente a agressões ambientais, que causam alteração 
ou remoção de bases nucleotídicas. Os agentes causadores de danos po- 
dem ser tanto produtos químicos (p. ex., ácido nitroso, que pode desaminar 
bases) quanto radiação (p. ex., radiação ultravioleta não ionizante [UV], que 
pode fundir duas pirimidinas adjacentes entre si no DNA, e radiação ionizan- 
te de alta energia, que pode causar rompimento nas duas fitas). As bases são 
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também alteradas ou perdidas espontaneamente do DNA de mamíferos, em 
uma taxa de muitos milhares por célula por dia. Se o dano não for repara- 
do, uma modificação permanente (mutação) pode ser introduzida e resultar 
em uma série de efeitos deletérios, incluindo a perda do controle sobre a 
proliferação da célula mutada, levando ao câncer. Por sorte, as células são 
altamente eficientes na reparação de danos em seu DNA. A maioria dos sis- 
temas de reparo envolve o reconhecimento do dano (lesão) no DNA, remo- 
ção ou excisão do dano, substituição ou preenchimento da lacuna deixada 
pela excisão usando a fita-irmã como molde para a síntese de DNA e ligação. 
Esses sistemas de reparo por excisão removem de um a dezenas de nucleo- 
tídeos. (Nota: a síntese do DNA para reparo pode ocorrer fora da fase S.) 


A. Reparo de pareamentos errados 


Algumas vezes, os erros de replicação escapam da função de edição 
durante a síntese de DNA, causando erro de pareamentos de uma a vá- 
rias bases. Em E. coli, o reparo de pareamentos errados (MMR, do in- 
glês mismatch repair) é mediado por um grupo de proteínas conhecidas 
como proteínas Mut (Fig. 30.28). Proteínas análogas estão presentes em 
humanos. (Nota: o MMR ocorre dentro de minutos da replicação e reduz 
a taxa de erro de replicação de 1 em 10” para 1 em 10º nucleotídeos.) 


É 


Identificação de fitas com pareamentos errados. Quando um 
erro de pareamento ocorre, as proteínas Mut que identificam o(s) 
nucleotídeo(s) pareado(s) de modo incorreto devem ser capazes 
de distinguir entre a fita correta e a fita que contém o erro de pa- 
reamento. Em procariotos, a distinção é feita com base no grau 
de metilação. As sequências de GATC, que ocorrem uma vez a 
cada mil nucleotídeos, são metiladas no resíduo de adenina (A) 
pela DNA-adenina-metilase (DAM). Essa metilação não é feita ime- 
diatamente após a síntese, de modo que nessa situação o DNA 
está hemimetilado (i.e., a fita parental é metilada, ao passo que a 
fita recém-sintetizada não é). Parte-se do pressuposto de que a 
fita parental, metilada, está correta e de que a fita-filha precisa ser 
reparada. (Nota: o mecanismo exato pelo qual a fita-filha é identi- 
ficada em eucariotos ainda não é conhecido, mas provavelmente 
envolve o reconhecimento de clivagens na cadeia recentemente 
sintetizada.) 


Procedimento de reparo. Quando a fita contendo o erro de 
pareamento é identificada, uma endonuclease cliva a fita e o(s) 
nucleotídeo(s) errôneo(s) é(são) removido(s) por uma exonuclease. 
Nucleotídeos adicionais também são removidos nas extremidades 
5' e 3' do erro. A lacuna deixada pela remoção do(s) nucleotídeo(s) 
errôneo(s) é preenchida, usando a fita-irmã como molde, por uma 
DNA-pol, geralmente a DNA-pol Ill. A hidroxila 3' da fita de DNA 
recém-sintetizada é unida ao fosfato-5' da região restante da fita de 
DNA original pela DNA-ligase. 





Mutações nas proteínas envolvidas no MMR, em humanos, estão asso- 
ciadas ao câncer colorretal hereditário não polipoide, também conhe- 
cido como sindrome de Lynch. Embora essas mutações confiram um 
risco aumentado para o desenvolvimento de câncer de cólon (assim 
como de outros cânceres), somente cerca de 5% de todos os cânceres 
de cólon resultam de mutações envolvendo MMR. 
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Figura 30.28 


Reparo de erro de pareamento, 
direcionado por metilação na 
Escherichia coli. (Nota: a proteína 
Mut S reconhece o erro de 
pareamento e recruta Mut L. 

O complexo ativa Mut H, que cliva a 
fita não metilada [filha].) A = adenina; 
C = citosina; 

G = guanina; T = timina. 
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Figura 30.29 

Reparo de dímeros de pirimidina por 
excisão de nucleotídeos no DNA de 
Escherichia coli. UV = ultravioleta. 





Figura 30.30 
Paciente com xeroderma pigmentoso. 





B. Reparo da excisão de nucleotídeos 


A exposição de uma célula à radiação UV pode resultar na união cova- 
lente de duas pirimidinas adjacentes (normalmente timinas), produzindo 
um dímero. Essas ligações cruzadas intrafita impedem a DNA-pol de 
replicar a fita de DNA além do sítio de formação do dímero. Os dímeros 
de timina sofrem excisão, em bactérias, por proteínas UvrABC, em um 
processo conhecido como reparo por excisão de nucleotídeos (REN), 
conforme ilustrado na Figura 30.29. Uma via relacionada está presente 
em humanos (ver item 2, abaixo). (Nota: o reparo acoplado à transcrição, 
um tipo de REN, corrige danos ao DNA encontrados durante a síntese 
de RNA. 


1. Reconhecimento e excisão de dímeros induzidos por UV. Ini- 
cialmente, uma endonuclease UV-específica (chamada de excinu- 
clease uvrABC) reconhece o dímero volumoso e cliva a fita danifica- 
da em ambos os lados 5' e 3' da lesão. Um oligonucleotídeo curto 
contendo o dímero é excisado, deixando um espaço na fita de DNA. 
Esta lacuna é preenchida por meio de uma DNA-pol | e de uma 
DNA-ligase. O REN ocorre ao longo do ciclo celular. 


2. Radiação UV e câncer. Os dímeros de pirimidinas podem ser for- 
mados nas células da pele de humanos expostos à radiação UV 
sem proteção. Na rara doença genética xeroderma pigmentoso 
(XP), as células não podem reparar o DNA danificado, resultando em 
grande acúmulo de mutações e, consequentemente, em cânceres 
de pele precoces e numerosos (Fig. 30.30). O XP pode ser causado 
por defeitos em qualquer um dos vários genes que codificam as 
proteínas XP necessárias para o REN de danos decorrentes de ra- 
diação UV em humanos. 


. Reparo por excisão de bases 


As bases do DNA podem ser alteradas tanto espontaneamente, como 
no caso da citosina, que lentamente sofre desaminação (perda de seu 
grupo amino) para formar uracila, quanto pela ação de compostos de 
desaminação ou alquilação. Por exemplo, o ácido nitroso, formado pela 
célula a partir de precursores como nitratos, desamina citosina, adenina 
(produzindo hipoxantina) e guanina (produzindo xantina). O dimetilsul- 
fato pode alquilar (metilar) adenina. As bases também podem ser per- 
didas espontaneamente. Por exemplo, cerca de 10.000 bases púricas 
são perdidas dessa maneira por célula a cada dia. Lesões envolvendo 
alterações ou perdas de bases podem ser corrigidas por meio do reparo 
por excisão de bases ([REB] Fig. 30.31). 


1. Remoção de base incorreta. Em REB, bases incorretas, como 
uracila, que podem ocorrer no DNA por desaminação de citosina 
ou pelo uso indevido de dUTP em vez de dTTP durante a síntese de 
DNA, são reconhecidas na fita por DNA-glicosilases específicas que 
as clivam hidroliticamente do esqueleto de desoxirribose-fosfato. 
Isso produz um sítio apirimídico, ou apurínico, se uma purina for 
removida, ambos referidos como sítios AP. 


2. Reconhecimento e reparo do sítio AP. Endonucleases-AP espe- 
cíficas reconhecem que uma base está faltando e iniciam o pro- 
cesso de excisão e preenchimento de lacunas, fazendo um corte 
endonucleotídico junto ao lado 5" do sítio AP Uma desoxirribose- 
-fosfatoliase remove unicamente o resíduo de açúcar-fosfato des- 
provido de sua base. Uma DNA-pol | e uma DNA-ligase completam 
o processo de reparo. 
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D. Reparo de rupturas na fita dupla 


Radiação ionizante, agentes quimioterápicos, como a doxorrubicina e 
radicais livres (ver pág. 148), podem causar rupturas na fita dupla do 
DNA, potencialmente letais para a célula. (Nota: tais rupturas também 
ocorrem naturalmente durante a recombinação gênica.) As rupturas da 
fita dupla do DNA não podem ser corrigidas pela estratégia descrita pre- 
viamente, por excisão do dano em uma fita e depois pelo uso da fita 
não danificada como um molde para substituir o(s) nucleotídeo(s) que 
está(ão) faltando. Em vez disso, rupturas na fita dupla são reparadas por 
dois sistemas. O primeiro é a junção final não homóloga, na qual um gru- 
po de proteínas medeia o reconhecimento, o processamento e a ligação 
das extremidades de dois fragmentos de DNA. Entretanto, um pouco 
de DNA é perdido no processo. Consequentemente, esse sistema está 
sujeito a erros e é mutagênico. Defeitos na junção final não homóloga 
estão associados à predisposição ao câncer e a síndromes de imuno- 
deficiências. O segundo sistema de reparo, o reparo por recombinação 
homóloga (RH), usa as enzimas que normalmente desencadeiam a re- 
combinação genética entre cromossomos homólogos durante a meiose. 
Esse sistema induz um número muito menor de erros (“livre de erro”) do 
que a junção final não homóloga, pois qualquer DNA que seja perdido é 
substituído utilizando um DNA homólogo como molde. A RH ocorre nas 
fases S tardia e na fase G, do ciclo celular, enquanto a junção final não 
homóloga pode ocorrer a qualquer momento. (Nota: mutações nas pro- 
teínas BRCA1 ou BRCA2 [câncer de mama 1 ou 2], que estão envolvidas 
em RH, aumentam o risco de câncer de mama e de ovário.) 








VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





O DNA é um polímero de desoxirribonucleosídeos monofosfatados covalente- 
mente unidos por ligações fosfodiéster 3' — 5' (Figura 30.32). As cadeias lon- 
gas e não ramificadas resultantes possuem polaridade, com uma extremidade 
5' (com fosfato livre) e uma extremidade 3' (com a hidroxila livre). A sequência 
dos nucleotídeos é lida de 5' — 3'. O DNA existe em forma de molécula de 
fita dupla, em que as duas cadeias estão pareadas de maneira antiparalela e 
enrolam-se uma ao redor da outra, formando uma dupla-hélice. A adenina pa- 
reia com a timina, e a citosina pareia com a guanina. Cada fita da dupla-hélice 
serve de molde para a construção de uma fita-filha complementar (replicação 
semiconservativa). A replicação do DNA ocorre na fase S do ciclo celular e 
inicia na origem da replicação. À medida que as duas fitas se desenrolam e 
se separam, a síntese ocorre em duas forquilhas de replicação que se afas- 
tam da origem em direções opostas (bidirecionalmente). A helicase desenrola 
a dupla-hélice. Na medida em que as duas fitas da dupla-hélice do DNA são 
separadas, originam-se supertorções positivas à frente da forquilha de repli- 
cação e supertorções negativas na parte anterior da forquilha. As DNA-topoi- 
somerases tipos | e Il desfazem as supertorções. DNA-polimerases (pols) 
sintetizam novas fitas de DNA, sempre no sentido 5' —> 3'. Portanto, uma das 
regiões recém-sintetizadas de cadeias nucleotídicas precisa crescer na direção 
5' > 3', aproximando-se da forquilha de replicação (fita contínua), e a outra 
na direção 5' —» 3", afastando-se da forquilha de replicação (fita descontínua). 
As DNA-pols requerem um iniciador, um curto fragmento de RNA sintetizado 
pela primase. A síntese da cadeia contínua requer apenas um RNA iniciador 
(síntese contínua), enquanto a fita descontínua precisa de muitos iniciadores 
(síntese descontínua envolvendo fragmentos de Okazaki). Na Escherichia coli 
(E. coli), o alongamento das cadeias de DNA é catalisado pela DNA-pol Ill, 
usando desoxirribonucleosídeos-5'-trifosfatados como substratos. A enzima 
edita o DNA recém-sintetizado, removendo os nucleotídeos terminais pareados 
de modo inapropriado com a sua atividade de exonuclease 3' — 5". Os RNA 
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Figura 30.31 

Correção de alterações em bases 
pelo reparo por excisão de bases. 
C = citosina; U = uracila; 

NH, = amônia; PP, = pirofosfato. 
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Mapa de conceitos-chave para a estrutura, a replicação e o reparo do DNA. (Continua) 
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Figura 30.32 (Continuação) 

Mapa de conceitos-chave para a estrutura, a replicação e o reparo do DNA. NHEJ = junção final não homóloga; 
RH = recombinação homóloga; UV = ultravioleta; REN = reparo por excisão de nucleotídeos; MMR = reparo de 
pareamentos errados; REB = reparo por excisão de bases. 


iniciadores são removidos pela DNA-pol |, por meio de sua atividade de exonuclease 5' — 3'. As lacunas resultantes são preen- 
chidas com DNA por essa mesma enzima, que também faz a edição, à medida que faz a síntese. A ligação fosfodiéster final é 
catalisada pela DNA-ligase. Existem pelo menos cinco tipos de DNA-pols eucarióticas de alta fidelidade. A pol & é uma enzi- 
ma com múltiplas subunidades, uma das quais é a primase. A atividade de polimerase pol a 5' — 3' adiciona um pequeno frag- 
mento de DNA ao RNA iniciador. A pol € completa a síntese de DNA na fita contínua, enquanto a pol à alonga cada um dos frag- 
mentos da fita descontínua. A pol B está envolvida com o reparo de DNA, e a pol y replica o DNA mitocondrial. As pols £, de y 
utilizam a atividade de exonuclease 3' — 5' para a edição. Análogos de nucleosídeos, contendo açúcares modificados, podem 
ser usados para bloquear o crescimento da cadeia do DNA. Eles são úteis na quimioterapia anticâncer e antiviral. Os telômeros 
são regiões altamente repetitivas de DNA, complexadas com proteínas que protegem as extremidades de cromossomos 
lineares. Com as divisões e o envelhecimento da maioria das células, essas sequências são encurtadas, contribuindo para sua 
senescência. Em células que não envelhecem (p. ex., células da linhagem germinativa e células tumorais), a ribonucleoproteína 
telomerase emprega seu componente proteico com atividade de transcriptase reversa para aumentar os telômeros, utilizando 
o seu RNA como molde. Existem cinco classes de proteínas histonas (H) positivamente carregadas. Duas unidades de cada 
uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4 compõem um centro estrutural octamérico, ao redor do qual o DNA é enrolado, formando 
o nucleossomo. O DNA conectando os nucleossomos, chamado de DNA ligante, está ligado à H1. Os nucleossomos podem 
ser empacotados mais firmemente, formando um nucleofilamento. Níveis adicionais de organização criam um cromossomo. 
A maior parte dos danos no DNA pode ser corrigida pelo reparo por excisão, envolvendo o reconhecimento e a remoção do 
dano por proteínas de reparo, seguido por sua substituição por DNA-polis e ligação pela ligase. A radiação ultravioleta pode 
formar dímeros de timina, que são reconhecidos e removidos na E. coli pelas proteínas uvrABC do sistema de reparo por 
excisão de nucleotídeos. Defeitos nas proteínas XP, necessárias para o reparo por excisão de nucleotídeos de dímeros de 
timina em humanos, resultam em xeroderma pigmentoso. Bases pareadas inadequadamente podem ser removidas por um 
mecanismo semelhante de reconhecimento e remoção pelas proteínas Mut em E. coli. A extensão da metilação é utilizada 
para a identificação de fitas em procariotos. Defeitos no reparo de pareamentos errados por proteínas homólogas em humanos 
estão associados ao câncer colorretal hereditário não polipoide. Bases incorretas (como a uracila) são removidas pelas DNA 
N-glicosilases no reparo por excisão de bases, e o açúcar-fosfato no sítio apirimidínico ou apurínico é retirado. Rupturas na 
fita dupla do DNA são reparadas pela junção de extremidades não homólogas (sujeita a erro) e pela recombinação homólo- 
ga dependente de molde (“livre de erro”). 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


30.1 Uma menina de 10 anos de idade é trazida por seus pais 
ao dermatologista. Ela tem muitas sardas na face, no 
pescoço, nos braços e nas mãos, e seus pais relatam 
que ela é anormalmente sensível à luz do sol. Dois carci- 
nomas de células basais são identificados em sua face. 
Com base no relato clínico, qual dos seguintes proces- 
sos está provavelmente defeituoso nessa paciente? 

A. Reparo da ruptura de cadeia dupla por recombina- 
ção homóloga propensa a erros. 

B. Remoção das bases malpareadas a partir da extre- 
midade 3' dos fragmentos de Okazaki por um pro- 
cesso dependente de metilação. 

C. Remoção de dímeros de pirimidina do DNA pelo sis- 
tema de reparo por excisão de nucleotídeos. 

D. Remoção de uracila do DNA pelo sistema de reparo 
por excisão de base. 


30.2 Telômeros são complexos de DNA e proteínas que pro- 
tegem as extremidades dos cromossomos lineares. Na 
maioria das células humanas somáticas normais, os telô- 
meros encurtam a cada divisão. Nas células-tronco e nas 
células cancerosas, entretanto, o comprimento teloméri- 
co é mantido. Na síntese dos telômeros: 


A. Atelomerase, uma ribonucleoproteina, fornece tanto 
o RNA quanto a proteina envolvidos no processo de 
síntese. 

B. O RNA da telomerase serve como iniciador. 

C. O RNA da telomerase é uma ribozima. 

D. A proteína da telomerase é uma DNA-polimerase de- 
pendente de (direcionada por) DNA. 

E. Afita 3’— 5' mais curta é alongada. 

F. O sentido da síntese é 3' > 5". 


30.3 Enquanto estuda a estrutura de um pequeno gene recen- 
temente sequenciado durante o Projeto Genoma Huma- 
no, um pesquisador descobre que uma fita da molécula 
de DNA contém 20 A, 25 G, 30 Ce 22 T. Quantas de cada 
base são encontradas na molécula completa da cadeia 





dupla? 

A. A= 40, G = 50, C = 60, T = 44. 
B. A= 42, G= 55, C =55, T = 42. 
C. A= 44, G = 60, C = 50, T = 40. 
D.. A=45, G =45, C = 52, T =52. 
E. A=50, G= 47, C = 50, T = 47. 





30.4 Liste a ordem em que as seguintes enzimas participam 
da replicação procariótica. 

Ligase. 

Polimerase | (atividade de exonuclease 3' — 5'). 

Polimerase | (atividade de exonuclease 5' > 3'). 

Polimerase | (atividade de polimerase 5' > 3’). 

Polimerase III. 

Primase. 


mmDOm > 


30.5 Os didesoxinucleotídeos não possuem um grupo 3'-hi- 
droxila. Por que a incorporação de um didesoxinucleoti- 
deo no DNA interrompe a replicação? 


Resposta correta = C. A sensibilidade à luz do sol, a intensa forma- 
ção de manchas em partes do corpo expostas ao sol e a presença 
de câncer de pele em uma idade precoce indicam que a paciente 
provavelmente sofra de xeroderma pigmentoso (XP). Esses pacien- 
tes são deficientes em alguma das diversas proteinas XP, neces- 
sárias para o reparo, por excisão de nucleotídeos, dos dímeros de 
pirimidina do DNA danificado por luz ultravioleta. Rupturas na fita 
dupla são corrigidas pela junção de extremidades não homólogas 
(sujeita a erros) ou pela recombinação homóloga (“livre de erro”). Em 
eucariotos, a metilação não é utilizada para a discriminação de fitas 
durante o reparo de pareamentos errados. A uracila é removida das 
moléculas de DNA por uma glicosilase específica durante o reparo 
por excisão de base, mas um defeito nesse processo não causa XP. 


Resposta correta = A. A telomerase é uma partícula de ribonucleo- 
proteína necessária para a manutenção dos telômeros. A telomerase 
contém um RNA que serve de molde, não como iniciador, para a 
síntese do DNA telomérico por meio da transcriptase reversa da te- 
lomerase. O RNA telomérico não possui atividade catalítica. Assim 
como a transcriptase reversa, a telomerase sintetiza DNA utilizando 
seu molde de RNA e, dessa forma, é uma DNA-polimerase depen- 
dente de RNA. O sentido da sintese, como o de todas as sínteses de 
DNA, é5' > 3', e é a extremidade 3' da fita 5' > 3' mais comprida 
que é alongada. 


Resposta correta = B. As duas fitas de DNA são complementares 
uma à outra, com A pareando com T, e G pareando com C. Dessa 
forma, por exemplo, os 20 A na primeira fita iriam parear com 20 T 
na segunda fita, os 25 G na primeira fita iriam parear com 25 C na 
segunda fita, e assim por diante. Quando todas são somadas, as 
quantidades corretas de cada base são as indicadas na alternativa 
B. Observe que, na resposta correta, A = T eG =C. 


Resposta correta: F, E, C, D, B, A. A primase produz o RNA iniciador; 
a polimerase (pol) III alonga o iniciador com desoxirribonucleotideos 
(DNA) (e edita); a pol-l remove o iniciador por meio de sua atividade 
de exonuclease 5'— 3', preenche o intervalo com a sua atividade 
de polimerase 5'— 3' e remove erros com a sua atividade de exo- 
nuclease 3'= 5'; e a ligase faz a ligação 5'— 3'-fosfodiéster que liga 
o DNA produzido pelas pols-| e Ill. 


A falta do grupo 3'-OH impede a formação da ligação 3'-hidroxil 
— 5"-fosfato que liga um nucleotídeo ao outro no DNA. 





Estrutura, síntese 
e processamento 
do RNA 


I. VISÃO GERAL 





O plano genético geral de um organismo está contido na sequência de deso- 
xirribonucleotídeos de seu DNA. Entretanto, é por meio do ácido ribonucleico 
(RNA), as “cópias de trabalho” do DNA, que o plano geral é expresso (Fig. 
31.1). O processo de cópia, durante o qual a fita de DNA serve de matriz 
para a síntese de RNA, é chamado de transcrição. A transcrição produz RNA 
mensageiro (RNAm), que é traduzido em sequências de aminoácidos (protei- 
nas), e RNA ribossômico (RNAr), RNA transportador (RNAt) e moléculas de 
RNA adicionais que realizam funções estruturais, catalíticas e reguladoras 
especializadas e que não são traduzidas. Ou seja, são RNA não codificantes 
(RNAnc). O produto final da expressão gênica, portanto, pode ser RNA ou 
proteína, dependendo do gene. (Nota: somente cerca de 2% do genoma 
codifica proteínas.) A característica central da transcrição é ser altamente 
seletiva. Por exemplo, muitos transcritos são produzidos a partir de algumas 
regiões de DNA. Em outras regiões, pouca ou nenhuma transcrição é reali- 
zada. Essa seletividade é devida, pelo menos em parte, a sinais implantados 
na sequência de nucleotídeos do DNA. Esses sinais instruem a RNA-poli- 
merase acerca de onde começar, com que frequência começar e onde ter- 
minar a transcrição. Várias proteínas regulatórias também estão envolvidas 
nesse processo de seleção. A diferenciação bioquímica dos tecidos de um 
organismo é, em última análise, o resultado da seletividade do processo de 
transcrição. (Nota: essa seletividade da transcrição contrasta com a natureza 
de “tudo ou nada” da replicação genômica.) Outra característica importante 
da transcrição é a de que muitos transcritos de RNA, inicialmente cópias fiéis 
de uma das duas fitas de DNA, podem sofrer várias modificações, como: 
adições terminais, modificações nas bases, hidrólise de extremidades e re- 
moção de segmentos internos. Essas modificações convertem o transcrito 
primário inativo em uma molécula funcional. O transcriptoma é o conjunto 
completo de transcritos de RNA expressos por um genoma. 


ll. ESTRUTURA DO RNA 





Três tipos principais de RNA participam no processo de síntese proteica: 
RNAr, RNAt e RNAm. Assim como o DNA, esses RNA são moléculas po- 
liméricas não ramificadas, compostas por nucleosídeos monofosfatados 
unidos por ligações fosfodiéster 3' — 5' (ver pág. 412). No entanto, eles 
diferem do DNA em diferentes aspectos. Por exemplo, são consideravel- 
mente menores do que o DNA, contêm ribose em vez de desoxirribose, 





Figura 31.1 

Expressão da informação genética 
pela transcrição. (Nota: o RNA 
mostrado é eucariótico.) 

RNAt = RNA transportador; 

RNAr = RNA ribossômico; 

RNAm = RNA mensageiro; 

m'Gppp = quepe de 
7-metilguanosina-trifosfato; 
pApApA= cauda poli-A; p = fosfato. 
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RNAr procarióticos uracila em vez de timina e existem em forma de fitas únicas, capazes de 
INN AA AAA ARAS 23S dobrarem-se em estruturas complexas. Os três tipos principais de RNA 
também diferem uns dos outros em tamanho, função e modificações es- 
truturais especiais. (Nota: em eucariotos, pequenas moléculas adicionais 
de RNAnc encontradas no nucléolo [RNAsno], no núcleo [RNAsn] e no ci- 
toplasma [microRNA ou miRNA] desempenham funções especializadas, 
como descrito nas págs. 441, 442 e 475.) 





A. RNA ribossômico 





Os RNAr são encontrados em associação a várias proteínas como 


Figura 31.2 componentes dos ribossomos, as estruturas complexas que servem 
RNA ribossômico (RNAr) procariótico de locais para a sintese proteica (ver pág. 451). As células procarióticas 
e eucariótico. S = unidade Svedberg. contêm três tipos de RNAr de tamanhos diferentes (23S, 16S e 5S, nos 


quais S é a unidade de Svedberg para a taxa de sedimentação, que é 
determinada pelo tamanho e pela forma da partícula), como mostra- 
do na Figura 31.2. As células eucarióticas apresentam quatro tipos de 
RNAr de tamanhos distintos (28S, 18S, 5,8S e 5S). Juntos, os RNAr 
totalizam aproximadamente 80% do RNA total na célula. (Nota: alguns 
RNAr funcionam como catalisadores, como um RNAr na síntese protei- 
ca [ver pág. 455]. Um RNA com atividade catalítica é denominado uma 
ribozima.) 





B. RNA transportador 


Os RNAt são os menores (4S) entre os três tipos principais de moléculas 
de RNA. Existe pelo menos um tipo específico de molécula de RNAt para 
cada um dos 20 aminoácidos comumente encontrados nas proteínas. 
Juntos, os RNAt correspondem a cerca de 15% do RNA total da célu- 
la. As moléculas de RNAt contêm uma alta porcentagem de bases in- 
comuns (modificadas), como adi-hidrouracila (ver Fig. 22.2, pág. 292), 
e possuem muitos pareamentos de bases intracadeia (Fig. 31.3), que 
levam a estruturas secundárias e terciárias características. Cada RNAt 
exerce a função de molécula adaptadora que transporta o seu aminoáci- 
do específico, covalentemente ligado na extremidade 3', para o sítio de 
síntese proteica. Lá, o RNAt reconhece a sequência do código genético 
em um RNAm, que especifica a adição do aminoácido à cadeia peptidi- 
ca em crescimento (ver pág. 447). 





C. RNA mensageiro 


O RNAm compreende apenas cerca de 5% do RNA numa célula, mas é, 
de longe, o tipo de RNA mais heterogêneo em tamanho e em sequência 
de bases. O RNAm é um RNA codificador, na medida em que transporta 
informação genética do DNA para uso na síntese proteica. Em euca- 
riotos, esse processo envolve o transporte de RNAm do núcleo para o 
citosol. Se o RNAm carrega informação referente a mais de um gene, é 
Anticódon chamado de policistrônico (cistron = gene). O RNAm policistrônico é ca- 
racterístico de procariotos. Se o RNAm carrega informação de apenas 
um gene, é chamado de monocistrônico, característico de eucariotos. 
Fe Além das regiões codificantes de proteínas, que podem ser traduzidas, 
Figura 31.3 o RNAm contém regiões não traduzidas nas suas extremidades 5' e 3' 











A. Estrutura secundária (em folhas (Fig. 31.4). Características estruturais especiais dos RNAm eucarióticos 
de trevo) característica do RNA (mas não procarióticos) incluem uma sequência longa de nucleotídeos 
transportador (RNAt). B. Estrutura da adenina (uma cauda poli-A) na extremidade 3' da cadeia de RNA, 
dobrada (terciária) dos RNAt, mais um quepe na extremidade 5', que consiste em uma molécula de 
encontrada nas células. 7-metilguanosina unida por meio de uma ligação trifosfato incomum 
D = di-hidrouracila; (5' > 5). Os mecanismos para a modificação do RNAm, a fim de criar 
y = pseudouracila; essas características estruturais especiais, são discutidos nas páginas 


T = timina; C = citosina; A = adenina. 441 a 442. 
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lll. TRANSCRIÇÃO GÊNICA PROCARIOTICA Sequência 3' 
não traduzida 
A estrutura da RNA-polimerase dependente de magnésio (RNA-pol), os sinais Sequência 5' 
responsáveis pelo controle da transcrição e as variedades de modificações so- não Arathuridia 
fridas pelos transcritos de RNA diferem entre os organismos, particularmente 
de procariotos para eucariotos. Assim, neste capítulo, as discussões sobre as Quepe pedido Cauda de poli-A 
transcrições em procariotos e eucariotos são apresentadas separadamente. a O (E 
Gppp VALSA pApApApApA-OH 
A. RNA-polimerase procariótica RO LA 
Nas bactérias, uma espécie de RNA-pol sintetiza todos os RNA, com 5 ae 3 





exceção dos pequenos RNA iniciadores necessários para a replicação 
do DNA. (Nota: os RNA iniciadores são sintetizados pela enzima mono- Figura 31.4 

mérica primase [ver pág. 418].) A RNA-pol é uma enzima com múltiplas Estrutura do RNA mensageiro 
subunidades, que reconhece uma sequência nucleotídica (a região pro- eucariótico. G = guanina; A = adenina. 
motora) no início de uma região de DNA que deve ser transcrita. Ela, 
então, faz uma cópia de RNA complementar à fita-molde do DNA e tam- 
bém reconhece o final da sequência de DNA a ser transcrita (a região de 
término). O RNA é sintetizado a partir da sua extremidade 5' para a sua 
extremidade 3', antiparalela à sua fita-molde de DNA (ver pág. 415). O 
molde é copiado da mesma forma que na síntese de DNA, na qual uma 
guanina (G) no DNA especifica uma citosina (C) no RNA, uma C especi- 
fica uma G, uma timina (T) no molde de DNA especifica uma adenina (A) 
no RNA, mas uma A no molde especifica uma uracila (U) em vez de uma 
T no RNA (Fig. 31.5). O RNA, portanto, é complementar à fita-molde de 
DNA (antissenso, menos) e idêntico à fita codificante (senso, mais), com 
U substituindo T. Dentro da molécula de DNA, regiões de ambas as fitas 
podem servir de molde para a transcrição. Para um determinado gene, 
entretanto, somente uma das duas fitas de DNA pode ser o molde. A 
decisão a respeito de qual fita será utilizada é determinada pela localiza- 
ção do promotor de cada gene. A transcrição pela RNA-pol envolve uma 
enzima central e várias proteínas auxiliares. 














1. Enzima central. São necessárias cinco das subunidades peptídi- 
cas da enzima, 2 «a, 1 B, 1 B'e 1 Q, para a montagem da estrutura 
da enzima (a, N), a ligação à fita-molde (p') e a atividade de polime- 
rase 5'— 3' (B), e juntos são referidos como a enzima central (Fig. 
31.6). Entretanto, essa enzima não possui especificidade, ou seja, 
não consegue reconhecer a região promotora no molde de DNA. 


Figura 31.5 

Pares de bases complementares e 

antiparalelas entre o DNA e o RNA. 

T = timina; A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; U = uracila. 

2. Holoenzima. A subunidade o (“fator sigma”) capacita a RNA-pol 
a reconhecer as regiões promotoras no DNA. A subunidade o mais 
a enzima central compõem a holoenzima. (Nota: diferentes fatores o 
reconhecem diferentes grupos de genes, com predomínio de o™.) 


B. Etapas na síntese de RNA 


O processo de transcrição de um gene típico de Escherichia coli (E. coli) 
pode ser dividido em três fases: início, alongamento e término. Uma uni- 
dade de transcrição estende-se do promotor à região de término, e o 
produto inicial do processo de transcrição pela RNA-pol é denominado 
transcrito primário. 


1. Iniciação. O processo de transcrição inicia com a ligação da holo- 
enzima RNA-pol em uma região no DNA conhecida como promotor, 
a qual não é transcrita. O promotor procariótico contém sequências- 
-consenso características (Fig. 31.7). (Nota: sequências-consenso são 
sequências idealizadas, em que a base mostrada em cada posição é 
a base encontrada com mais frequência [mas não necessariamente Figura 31.6 
sempre] naquela posição.) Aquelas que são reconhecidas pelos fatores Componentes da RNA-polimerase 
o da RNA-pol procariótica incluem as sequências descritas a seguir. procariótica. 
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Sequências dentro da região 
promotora procariótica reconhecidas 
n m pela holoenzima RNA-polimerase n início da ição 
Sequência 4 Caixa de 
Fa ~19 pares de bases Praw 
5 TATAAT debases 3 
DNA E a 
-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 -1+1 +5 5 
Figura 31.7 


Estrutura da região promotora procariótica. T = timina; G = guanina; A = adenina; C = citosina. 


a. Sequência -35. Uma sequência nucleotídica consenso 
(5'-TTGACA-3"), centrada a aproximadamente 35 bases à es- 
querda do sítio de início da transcrição (ver Fig. 31.7), é o ponto 
inicial de contato para a holoenzima, configurando um comple- 
xo fechado”. (Nota: as sequências regulatórias que controlam 
a transcrição são, por convenção, designadas pela sequência 
nucleotídica 5” — 3º na fita complementar à fita-molde. Para as 
bases na região promotora, é designado um número negativo 
se ela ocorrer antes [à esquerda, em direção à extremidade 5”, 
ou a montante ou acima] do sítio de início da transcrição. Dessa 
forma, a sequência TTGACA está centrada aproximadamente 
na base -35. A primeira base no sítio de início de transcrição 
está na posição +1. Não há qualquer base designada como “0”.) 


b. Caixa de Pribnow. A holoenzima move-se e cobre uma se- 
gunda sequência-consenso (5'-TATAAT-3'), centrada em cerca 
de -10 nucleotídeos à esquerda do sítio de início da transcrição 
(ver Fig. 31.7), que é o local de desnaturação (desenrolamento) 
de um curto trecho (aproximadamente 14 pares de bases) do 
DNA. Essa desnaturação inicial converte o complexo fechado 
da fase de início em um complexo aberto conhecido como uma 
bolha de transcrição. (Nota: uma mutação na sequência —10 ou 
na sequência -35 pode afetar a transcrição do gene controlado 
pelo promotor mutante.) 









Extremidade 3' 
do RNA sendo 
alongada 







Hélice híbrida de RNA-DNA 











Figura 31.8 
Desenrolamento local do DNA pela RNA-polimerase e formação de um complexo aberto de início de transcrição 
(bolha de transcrição). 


*N. de T. Esse local costuma ser denominado complexo de promotor fechado porque o 
DNA, no sítio de início da transcrição, ainda não desfez a cadeia dupla. 
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2. 


Alongamento. Uma vez que o promotor tenha sido reconhecido 
pela holoenzima e esteja ligado a ela, ocorre um desenrolamento 
local (desnaturação) da hélice de DNA (Fig. 31.8), mediado pela po- 
limerase. (Nota: o processo gera no DNA supertorções que podem 
ser relaxadas pelas DNA-topoisomerases [ver pág. 417].) A RNA-pol 
começa a sintetizar um transcrito a partir da sequência de DNA, e 
vários fragmentos curtos de RNA são produzidos e descartados. A 
fase de alongamento inicia quando o transcrito (normalmente co- 
meçando por uma purina) ultrapassa os 10 nucleotídeos de compri- 
mento. O fator sigma é, então, liberado, e a enzima central é capaz 
de deixar (liberar) o promotor e mover-se ao longo da fita-molde, de 
forma gradativa, servindo como seu próprio grampo deslizante. Du- 
rante a transcrição, é formada uma curta hélice híbrida de DNA-RNA 
(ver Fig. 31.8). Assim como a DNA-pol, a RNA-pol utiliza nucleosi- 
deos trifosfatados como substratos e libera pirofosfato cada vez que 
um nucleosídeo monofosfato é adicionado à cadeia em crescimento. 
Assim como na replicação, a transcrição sempre ocorre no sentido 
5' 53". Ao contrário da DNA-pol, a RNA-pol não requer um iniciador 
e não possui um domínio de exonuclease 3'— 5' para revisão. (Nota: 
a incorporação errada de um ribonucleotídeo faz a RNA-pol pausar, 
retroceder, cortar o transcrito e reiniciar. No entanto, a transcrição 
tem uma taxa de erro maior do que a replicação.) 


Terminação. O processo de alongamento da cadeia de RNA de 
fita simples continua até que um sinal de término seja alcançado. 
O término pode ser intrínseco (quando ocorre sem proteinas adi- 
cionais) ou dependente da participação de uma proteína conhecida 
como fator p (rô). 


a. p-independente. Encontrada na maior parte dos genes pro- 
carióticos, esse tipo de término da transcrição exige que uma 
sequência no molde de DNA gere uma sequência autocomple- 
mentar no RNA nascente (recém-produzido) (Fig. 31.9). Isso 
permite que o RNA dobre-se sobre si próprio, formando uma 
haste rica em GC (estabilizada por ligações de hidrogênio) so- 
mada a uma alça. Essa estrutura é conhecida como “grampo”. 
Além disso, imediatamente após o grampo, o transcrito de RNA 
contém um conjunto de Us na sua extremidade 3”. A ligação 
dos Us aos As correspondentes do molde de DNA é fraca. Isso 
facilita a separação do RNA recém-sintetizado do seu molde de 
DNA, enquanto a dupla-hélice se “fecha como um zíper” atrás 
da RNA-pol. 


b. p-dependente. Requer a participação adicional da proteína 
rô, que é uma ATPase hexamérica com atividade de helicase. 
O fator rô liga-se a um sítio de utilização de rô (rut) rico em C, 
perto da extremidade 5'do RNA nascente e, usando sua ativi- 
dade de ATPase, movimenta-se ao longo do RNA até atingir a 
RNA-pol pausada no local de término. A atividade de helicase 
dependente de ATP do fator rô separa a hélice híbrida de RNA- 
-DNA, induzindo a liberação do RNA. 


Antibióticos. Alguns antibióticos inibem a síntese de RNA, im- 
pedindo que a célula bacteriana cresça. Por exemplo, a rifampi- 
cina inibe o início da transcrição por sua ligação à subunidade B 
da RNA-pol procariótica, impedindo o crescimento da cadeia para 
além de três nucleotídeos (Fig. 31.10). A rifampicina é importante no 
tratamento da tuberculose. A dactinomicina (ou actinomicina D) foi o 
primeiro antibiótico com demonstração de efeito terapêutico na qui- 
mioterapia de tumores. A dactinomicina se insere (se intercala) entre 
as bases de DNA e inibe o início e o alongamento da transcrição. 





Fita de DNA codificante 


AGCCCGCNNNNNGCGGGCTTTT 
TCGGGCGNNNNNCGCCCGAAAA 


Fita-molde de DNA 


RNA nascente 


AGCCCGCNNNNNGCGGGCUUUU 


= 


U 
A=U 
c=c 
c=6 
cag 
c=e 
c=c 
c=6 


O RNA recém-sintetizado 


dobra-se para formar um 
“grampo” importante para 
a terminação da cadeia. 














Figura 31.9 

Terminação da transcrição 
procariótica independente de rô. 

A. A sequência molde do DNA gera 
uma sequência autocomplementar 
no RNA nascente. B. Estrutura em 
forma de grampo, formada pelo 
RNA. N representa uma base não 
complementar; A = adenina, 

T = timina; G = guanina; C = citosina; 
U = uracila. 
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Nenhum fármaco presente 





A rifampicina liga-se à RNA-polimerase 

e impede o crescimento da cadeia para 
mais de 3 nucleotídeos. A RNA-polimerase 
das células eucarióticas não se liga à 
rifampicina, e a síntese de RNA não é 
afetada. 














Figura 31.10 
Inativação da RNA-polimerase 
procariótica pela rifampicina. 
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Figura 31.11 
Acetilação/desacetilação de um 
resíduo de lisina em uma proteína 


histona. A acetil-coenzima A fornece 


o grupo acetila. HAT = histona- 
-acetiltransferase; HDAC = histona- 
-desacetilase. 


IV. TRANSCRIÇÃO GÊNICA EUCARIÓTICA 





A transcrição dos genes eucarióticos é um processo muito mais complicado do 
que a transcrição nos procariotos. A transcrição eucariótica envolve polimera- 
ses diferentes para a síntese de RNAr, RNAt e RNAm. Além disso, várias proteí- 
nas chamadas de fatores de transcrição (FT) estão envolvidas. Os FT ligam-se 
a sítios distintos no DNA - tanto na região promotora central quanto próximos 
a ela (proximais) ou a alguma distância dela (distais). Eles são necessários para 
a associação do complexo de iniciação da transcrição ao promotor e para a 
determinação de quais genes devem ser transcritos. (Nota: cada RNA-pol eu- 
cariótica tem seus próprios promotores e FT que se ligam às sequências do 
promotor central.) Para os FT reconhecerem e ligarem-se às suas sequências 
de DNA específicas, a estrutura da cromatina naquela região precisa ser des- 
condensada (afrouxada) para permitir o acesso ao DNA. O papel exercido pela 
transcrição para regular a expressão gênica é discutido no Capítulo 33. 


A. Estrutura da cromatina e expressão gênica 


A associação do DNA com as histonas para a formação dos nucleos- 
somos (ver pág. 425) afeta a capacidade de acesso da maquinaria de 
transcrição ao DNA a ser transcrito. Os genes transcritos mais ativa- 
mente são encontrados em uma forma relativamente descondensada 
da cromatina, chamada de eucromatina, ao passo que os segmentos 
mais inativos de DNA são encontrados na altamente condensada hete- 
rocromatina. A interconversão das formas ativa e inativa de cromatina é 
chamada de remodelamento da cromatina. Um componente importante 
no remodelamento da cromatina é a modificação covalente das histonas 
(p. ex., a acetilação de resíduos de lisina no terminal amino das proteínas 
das histonas), como mostrado na Figura 31.11. A acetilação, mediada 
pelas histona-acetiltransferases (HAT), elimina a carga positiva na lisina, 
diminuindo a interação da histona com o DNA negativamente carregado. 
A remoção do grupo acetila pelas histona-desacetilases (HDAC) restaura 
a carga positiva e induz interações mais intensas entre as histonas e o 
DNA. (Nota: o reposicionamento de nucleossomos, que ocorre de forma 
dependente de ATP, também é necessário para acessar o DNA.) 


B. RNA-polimerases do núcleo 


Existem três classes distintas de RNA-pol no núcleo das células euca- 
rióticas. Todas são enzimas grandes com múltiplas subunidades. Cada 
tipo de RNA-pol reconhece genes específicos. (Nota: as mitocôndrias 
contêm uma única RNA-pol que se assemelha à enzima bacteriana.) 


1. RNA-polimerase |. Esta enzima sintetiza o precursor dos RNAr 
28S, 18S e 5,8S no nucléolo. 


2. RNA-polimerase Il. Esta enzima sintetiza os precursores nuclea- 
res dos RNAm, que são processados e posteriormente traduzidos 
para proteínas. A RNA-pol Il também sintetiza determinados RNAnc 
pequenos, como RNAsno, RNAsn e miRNA. 


a. Promotores para a RNA-polimerase Il. Em alguns genes 
transcritos pela RNA-pol Il, uma sequência de nucleotídeos 
(TATAAA) quase idêntica àquela da caixa de Pribnow (ver pág. 
436) é encontrada centrada ao redor de 25 nucleotídeos acima 
(a montante) do sítio de início da transcrição. Essa sequência 
promotora consenso central é chamada de caixa TATA ou caixa 
de Hogness. Na maioria dos genes, no entanto, nenhuma caixa 
TATA está presente. Em vez disso, estão presentes diferentes 
elementos do promotor central, como Inr (iniciador) ou DPE 
(downstream promoter element - elemento promotor a jusante) 
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Elementos regulatórios 
Distal | — Proximal —— Elementos do promotor central —— 
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Figura 31.12 


Promotor de gene eucariótico com elementos regulatórios de ação cis e seus fatores de transcrição de ação 
transgerais e específicos (FTG e FTE, respectivamente). Inr = iniciador; DPE = elemento promotor a jusante. 


(Fig. 31.12). (Nota: não há uma sequência-consenso que seja 
encontrada em todos os promotores centrais.) Como essas 
sequências estão na mesma molécula de DNA da qual o gene 
está sendo transcrito, elas configuram elementos de ação cis,e 
funcionam como sítios de ligação para proteínas chamadas de 
fatores de transcrição gerais (FTG), que, por sua vez, interagem 
uns com os outros e com a RNA-pol Il. 


Fatores de transcrição gerais (FTG). Os FTG são os requi- 
sitos mínimos para o reconhecimento do promotor, para o re- 
crutamento da RNA-pol II junto do promotor, para a formação 
do complexo de pré-início e de início da transcrição em nível 
basal (Fig. 31.134). Os FTG são codificados por diferentes ge- 
nes e sintetizados no citosol, se difundem (transitam) para os 
seus pontos de ação, recebendo o nome de elementos de ação 
trans. (Nota: ao contrário da holoenzima procariótica, a RNA- 
-pol Il eucariótica não é capaz, por si própria, de reconhecer e 
ligar-se ao promotor. Em vez disso, o FTIID, um FTG contendo 
proteína de ligação à caixa TATA e fatores associados a TATA, 
reconhece e liga a caixa TATA [e outros elementos principais 
do promotor]. FTIIF, outro FTG, traz a polimerase para junto do 
promotor. A atividade de helicase de FTIIH desnatura o DNA e 
sua atividade de cinase fosforila a polimerase, permitindo que 
esta deixe o promotor.) 


Elementos regulatórios e ativadores transcricionais. Se- 
quências-consenso adicionais estão a montante do promotor 
central (ver Fig. 31.12). Os elementos que ficam perto (cerca de 
200 nucleotídeos) do promotor central são elementos regulató- 
rios proximais, como as caixas CAAT e GC. Os mais distantes 
são os elementos regulatórios distais, como os estimuladores 
(ver item d, a seguir). As proteínas conhecidas como ativado- 
res transcricionais ou fatores de transcrição específicos (FTE) 
unem esses elementos reguladores. FTE ligam-se aos elemen- 
tos proximais do promotor para regular a frequência do início 
da transcrição e aos elementos distais para mediar a resposta 
a sinais, como os de hormônios (ver pág. 472), e regular quais 
genes são expressos em um determinado momento. Um típico 
gene eucariótico codificante de proteína possui sítios de liga- 
ção para muitos fatores como esses. Um FTE apresenta dois 
domínios de ligação. Um é um domínio de ligação ao DNA, o 
outro é um domínio de ativação da transcrição que recruta o 











Devido ao dobramento do DNA, um 
elemento estimulador, situado longe do 
promotor na molécula de DNA linear, 
pode interagir com o complexo de início 
da transcrição, estimulando a transcrição. 





transcrita 











Figura 31.13 

A. Associação dos fatores de 
transcrição gerais (FTII) e da RNA- 
-polimerase Il (RNA-pol Il) ao 
promotor central. (Nota: o numeral 
romano Il indica um FT para a 
RNA-pol Il.) 

B. Ativação da transcrição por 
elemento estimulador. FTC = fator de 
transcrição da caixa CAAT; 

Sp1 = fator específico-1. 
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Sequência estimuladora pode localizar-se 
a montante da região promotora. 





Milhares de pares de bases podem 
separar a sequência estimuladora do 
gene que ela regula. 







Uma sequência estimuladora 
pode localizar-se a jusante da 
região promotora. 














Figura 31.14 
Algumas possíveis localizações 
de sequências estimuladoras. 
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Figura 31.15 

Processamento pós-transcricional 
do RNA ribossômico eucariótico por 
ribonucleases (RNases). S = unidade 
Svedberg. 





FTG para o promotor central, juntamente com proteínas coa- 
tivadoras, como as enzimas HAT envolvidas na modificação 
da cromatina. (Nota: o mediador, um coativador da transcrição 
catalisada por RNA-pol ll, o qual possui múltiplas subunidades, 
liga a polimerase, FTG e FTE e regula o início da transcrição.) 











Os ativadores da transcrição ligam-se ao DNA por meio de uma varieda- 
de de motivos de ligação, como o hélice-alça-hélice, o dedo-de-zinco e 
o zíper de leucina (ver pág. 18). 





3. RNA-polimerase IlI. 


Função dos estimuladores. Os estimuladores são sequên- 
cias especiais de DNA que aumentam a taxa de início da trans- 
crição pela RNA-pol Il. Os estimuladores estão geralmente no 
mesmo cromossomo que o gene cuja transcrição é estimulada 
por eles (Fig. 31.13B). Entretanto, os estimuladores podem 1) 
estar localizados a montante (para o lado 5") ou a jusante (para 
o lado 3’) do sítio de início de transcrição; 2) estar próximos ou 
a uma distância de milhares de pares de bases do promotor 
(Fig. 31.14); e 3) ocorrer em qualquer das fitas do DNA. Os es- 
timuladores contêm sequências de DNA chamadas elementos 
de resposta, que ligam FTE. Por dobramento ou formação de 
uma alça no DNA, os FTE podem interagir com outros FT liga- 
dos ao promotor e com a RNA-pol! Il, estimulando a transcrição 
(ver Fig 31.13B). O mediador também pode se ligar aos estimu- 
ladores. (Nota: embora os silenciadores sejam semelhantes aos 
estimuladores quanto à sua capacidade de atuarem a longas 
distâncias, eles reduzem o nível de expressão gênica.) 


Inibidor de RNA-polimerase Il. A a-amanitina, uma potente 
toxina produzida pelo cogumelo venenoso Amanitaphalloides (às 
vezes chamado de “chapéu da morte”), liga-se fortemente à RNA- 
-pol Il e bloqueia sua translocação, inibindo a síntese de RNAm. 


Esta enzima produz RNAt, RNAr 58 e alguns 


RNAsn e RNAsno. 


V. MODIFICAÇÕES PÓS-TRANSCRICIONAIS DO RNA 





Um transcrito primário é uma sequência de RNA que representa a cópia 
inicial, linear, de uma unidade transcricional (o segmento de DNA entre as 
sequências específicas de início e de término). Os transcritos primários de 
RNAt e RNAr procarióticos e eucarióticos são modificados pós-transcricio- 
nalmente pela clivagem dos transcritos originais por ribonucleases. Em se- 
guida, os RNAt são adicionalmente modificados para auxiliar cada espécie a 
ter sua identidade única. Por outro lado, o RNAm procariótico é normalmente 
idêntico ao seu transcrito primário, ao passo que o RNAm eucariótico é in- 
tensamente modificado tanto co- como pós-transcricionalmente. 


A. RNA ribossômico 


Os RNAr de células procarióticas e eucarióticas são sintetizados a partir 
de longas moléculas precursoras chamadas de RNA pré-ribossômico. 
Os RNAr 23S, 16S e 5S dos procariotos são produzidos a partir de uma 
única molécula precursora de pré-RNAr, assim como os RNAr 28S, 18S 
e 5,8S dos eucariotos (Fig. 31.15). (Nota: o RNAr 5S dos eucariotos é 
sintetizado pela RNA-pol Ill e modificado separadamente.) O RNA pré- 
-ribossômico é clivado por ribonucleases a fim de produzir fragmentos 
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de tamanhos intermediários de RNAr, adicionalmente processados (cli- 
vados por exonucleases e modificados em algumas bases e riboses) 
para produzir as espécies necessárias de RNA ribossômico. (Nota: nos 
eucariotos, os genes de RNAr são encontrados em arranjos longos e 
em tandem. A síntese e o processamento de RNAr ocorrem no nucléolo, 
com modificações de bases e de açúcares facilitadas pelo RNAsno.) 


B. RNA transportador 


Os RNAt tanto dos eucariotos quanto dos procariotos também são produ- 
zidos a partir de longas moléculas precursoras que precisam ser modifi- 
cadas (Fig. 31.16). Sequências em ambas as extremidades 5' e 3' da mo- 
lécula são removidas e, caso presente, um intron é removido do braço do 
anticódon por nucleases. Outras modificações pós-transcricionais incluem 
a adição de uma sequência -CCA pela nucleotidiltransferase na extremida- 
de 3' dos RNAt e a modificação das bases em posições específicas para a 
produção de bases incomuns características do RNAt (ver pág. 291). 


C. RNA mensageiro de eucariotos 


A coleção de todos os transcritos primários sintetizados no núcleo pela 
RNA-pol Il é conhecida como RNA nuclear heterogêneo (RNAhn). Os com- 
ponentes pré-RNAm do RNAhn passam por uma extensa modificação 
co- e pós-transcricional no núcleo e tornam-se RNAm maduros. Essas 
modificações geralmente incluem os processos descritos a seguir. (Nota: 
a própria pol-ll recruta as proteínas necessárias para as modificações.) 


1. Adição de um quepe na extremidade 5'. Esta é a primeira eta- 
pa entre as reações de processamento do pré-RNAm (Fig. 31.17). O 
quepe consiste em uma 7-metilguanosina ligada à extremidade 5' do 
RNAm, por meio de uma ligação incomum 5" > 5"-trifosfato, que é 
resistente à maioria das nucleases. A criação de um quepe requer a 
remoção do grupo y-fosforila do 5'-trifosfato do pré-RNAm, seguido 












Resíduos de uracila na 
extremidade 3' são 
substituídos pela sequência 
CCA, encontrada em 

todos os RNAt maduros. 
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(mostrada em produzindo bases Q 
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Um íntron de 
14 nucleotídeos 
(mostrados em azul) 
na alça do anticódon 
é removido por 
nucleases. 




















Figura 31.16 
A. Transcrito precursor de RNA transportador (pré-RNAt). B. RNAt maduro (funcional) após modificação pós-transcricional. 


As bases modificadas incluem D (di-hidrouracila), ų (pseudouracila) e ”, o que significa que a base foi metilada. 


442 Denise R. Ferrier 

















5——>5' 
Gt Ligação trifosfato 
RR RR E 
N 9200 
Ip. SE 
j o O Opg 
Hal CH, CH, O. Base 
e N S Região codificante Sequência sinalizadora 
ZS: 22: de proteína de poliadenilação 
Extremidade5' OH OH o OH Extremidade 3' 
O- a annn eoon AAURAA MINARA TCA OH -OH 
Quepe de 7-metilguanosina-trifosfato RNA mensageiro (RNAm) RES SAD de poli-A 











Figura 31.17 
Modificações pós-transcricionais do RNAm, mostrando o quepe 7-metilguanosina e a cauda de poliadenilato (poli-A). 


da adição de monofosfato de guanosina (GMP, do inglês guanosine 
monophosphate) (a partir de trifosfato de guanosina [GTP, do inglês 
guanosine triphosphate]) pela enzima nuclear guanililtransferase. A 
metilação dessa guanina terminal ocorre no citosol, catalisada pela 
guanina-7-metiltransferase. A S-adenosilmetionina é a fonte do grupo 
metila (ver pág. 263). Etapas de metilação adicionais podem ocorrer. 
A adição deste quepe de 7-metilguanosina auxilia a estabilização do 
RNAm e permite o início eficiente da tradução (ver pág. 455). 


2. Adição da cauda de poli-A na extremidade 3'. A maioria dos 
RNAm eucarióticos (com várias exceções, incluindo aqueles que co- 
dificam histonas) possui uma cadeia de 40 a 250 adenilatos (mono- 
fosfatos de adenosina [AMP, do inglês adenosine monophosphate]) 
ligados em sua extremidade 3' (ver Fig. 31.17). Essa cauda de poli-A 
não é transcrita a partir do DNA, mas sim adicionada pela enzima 
nuclear poliadenilato-polimerase, utilizando ATP como substrato. O 
pré-RNAm é clivado a jusante de uma sequência-consenso, cha- 
mada de sequência sinal de poliadenilação (AAUAAA), encontrada 
próximo à extremidade 3' da molécula de RNA, e a cauda de poli-A 
é adicionada à nova extremidade 3'. A adição da cauda de poli- 
-A finaliza a transcrição eucariótica. A cauda auxilia a estabilizar o 
RNAm, facilita a sua saída do núcleo e ajuda na tradução. Após o 
RNAm entrar no citosol, a cauda poli-A é encurtada gradualmente. 


3. Processo de corte-junção (splicing). A maturação do RNAm eu- 
cariótico normalmente envolve a remoção de sequências de RNA 
que não codificam proteínas (introns ou sequências intervenientes) 
do transcrito primário. As sequências codificantes (que são expres- 
sas) remanescentes, os éxons, são reunidas para formar o RNAm 
maduro. O processo de remoção dos introns e ligação dos éxons 
é chamado de corte-junção (do inglês splicing). O complexo mo- 
lecular que executa essas tarefas é conhecida como “spliceosso- 
mo”. Poucos transcritos eucarióticos primários não contêm íntrons 
(p. ex., os oriundos de genes de histonas). Alguns contêm pequena 
quantidade de íntrons, ao passo que outros, como os transcritos 
primários das cadeias a do colágeno, contêm > 50 íntrons que de- 
vem ser removidos. 


a. Função dos pequenos RNA nucleares. Em associação com 
múltiplas proteínas, os RNAsn ricos em uracila formam cinco 
pequenas partículas nucleares de ribonucleoproteínas (RNPsn 
ou snurp, do inglês small nuclear ribonucleoprotein particles) 
designadas como U1, U2, U4, U5 e U6, que medeiam o proces- 
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so de corte-junção. Eles facilitam a remoção dos introns pela 
formação de pares de bases com as sequências-consenso em 
cada extremidade do íntron (Fig. 31.18). (Nota: no lúpus erite- 
matoso sistêmico [LES], uma doença autoimune, os pacientes 
produzem anticorpos contra suas próprias proteínas nucleares, 
tais como RNPsn.) 


b. Mecanismo. A ligação do RNPsn traz as sequências de 
éxons vizinhos no alinhamento correto para o processo de cor- 
te-junção, permitindo que ocorram duas reações de transeste- 
rificação (catalisadas pelo RNA de U2, U5 e U6). O grupamento 
2'-OH de um nucleotídeo de adenina (conhecido como sítio de 
ramificação A) no íntron une-se ao fosfato da extremidade 5" 
desse intron (sítio doador de corte-junção), formando uma liga- 
ção fosfodiéster incomum 2' — 5 e criando uma estrutura em 
forma de laço (ver Fig. 31.18). A nova extremidade 3'-OH recém 
liberada do éxon 1 ataca o fosfato-5' do sítio aceptor de corte- 
-junção, formando uma ligação fosfodiéster que liga os éxons 1 
e 2. O intron excisado, liberado em forma de laço, normalmen- 
te é degradado, mas também pode ser precursor de RNAnc, 
como RNAsno. (Nota: as sequências GU e AG no início e no 
final, respectivamente, dos íntrons são invariáveis. No entanto, 
sequências adicionais são críticas para o reconhecimento do 
local de corte-junção.) Após os introns terem sido removidos 
e os éxons, ligados, as moléculas de RNAm maduras passam 
para o citosol através de poros na membrana nuclear. (Nota: os 
íntrons do RNAt [ver Fig. 31.16] são removidos por um meca- 
nismo diferente.) 


c. Efeito de mutações em locais de corte-junção. Mutações 
em locais de corte-junção podem levar a corte-junções inapro- 
priados e à produção de proteínas aberrantes. Estima-se que, 
pelo menos, 20% de todas as doenças genéticas resultem de 
mutações que afetam o corte-junção do RNA. Por exemplo, 
mutações que causam o corte-junção incorreto do RNAm da 
globina B são responsáveis por alguns casos de talassemia ß, 
uma doença em que a produção da proteína globina $B é defei- 
tuosa (ver pág. 38). Mutações do local de corte-junção podem 
resultar em remoção de éxons ou manutenção de introns. Esse 
tipo de mutação também pode ativar locais de corte-junção 
crípticos, que são locais que contêm uma sequência-consenso 
5' ou 3', mas que normalmente não são usados. 


Corte-junção alternativo. As moléculas de pré-RNAm de 90% 
dos genes humanos podem sofrer corte-junções de maneiras al- 
ternativas em diferentes tecidos. Como o processo alternativo de 
corte-junção produz múltiplas variações de RNAm e, portanto, de 
seu produto proteico (Fig. 31.19), torna-se um mecanismo para pro- 
dução de um conjunto grande e diverso de proteínas a partir de 
um conjunto limitado de genes. Por exemplo, o RNAm para a tro- 
pomiosina (TM), uma proteína de ligação a filamentos de actina do 
citoesqueleto (e do aparato contrátil das células musculares), sofre 
extensivos corte-junções alternativos, os quais são tecido-especiífi- 
cos, produzindo múltiplas isoformas da proteína TM. 





Sítio doador 5' 
de corte-junção 


/ 









Após o transcrito 
primário 
combinar-se com 
as cinco RNPsn, 
U1 e U4 saem. 
Isso ativa o 
spliceossomo. 


um laço. 


Sítio de ramificação 


A 2'-OH no sítio de ramificação A 
ataca o 5'-fosfato (p) no sítio doador 
de corte-junção do intron, formando 
uma ligação fosfodiéster 2' > 5' e 


Sítio aceptor 3' 
de corte-junção 


do 


a! 


u3 j 


ATP GO 








(aço”) 














Íntron removido oH 


5 [Bone mona] 2 


RNA mensageiro maduro 


A 3'-OH livre do 
éxon 1 ataca, então, 
o 5'-fosfato (p) do 
sítio aceptor de 
corte-junção, 
formando uma 
ligação fosfodiéster 
entre os éxons 1 e 2. 


+ 








Figura 31.18 


Corte-junção. (Nota: a 


ribonucleoproteína U1 liga-se ao 
sítio doador na extremidade 5', 
e U2 liga-se à ramificação A e ao 
sítio aceptor em 3”. A adição de 
U4 a U6 completa o complexo.) 
RNPsn= pequena partícula de 
ribonucleoproteína nuclear. 
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Figura 31.19 

Padrões de corte-junção alternativos 
no RNA mensageiro (RNAm) 
eucariótico. A remoção do éxon 

2 do RNAm ilustrado no painel B 
resulta em um produto proteico que 
é diferente daquele obtido do RNAm 
ilustrado no painel A. 


g D 


VI. RESUMO DO CAPÍTULO 





Três tipos principais de RNA participam no processo de síntese proteica: RNA 
ribossômico (RNAr), RNA transportador (RNAt) e RNA mensageiro (RNAm), 
conforme ilustrado na Figura 31.20. Eles são polímeros não ramificados de nu- 
cleotídeos, mas diferem do DNA por conterem ribose em vez da desoxirribose 
e uracila em vez de timina. O RNAr é um componente dos ribossomos. Cada 
RNAt exerce a função de molécula adaptadora que transporta um aminoácido 
específico para o local de sintese proteica. O RNAm (RNA codificador) trans- 
porta informação genética do DNA para ser empregada na síntese proteica. O 
processo de síntese de RNA é chamado de transcrição, e os seus substratos 
são ribonucleosídeos-trifosfatados. A enzima que sintetiza RNA é RNA-po- 
limerase (RNA-pol). Nas células procarióticas, a enzima central possui cinco 
subunidades (2 «, 1 B, 1 B’ e 1 )) e exerce atividade de polimerase 5' >3' ne- 
cessária para a transcrição. A enzima central requer uma subunidade adicional, 
fator sigma (0), que reconhece a sequência de nucleotídeos (região promoto- 
ra) no início de um segmento de DNA que vai ser transcrito. Essa região contém 
sequências-consenso altamente conservadas e incluem a caixa de Pribnow 
-10 e a sequência -35. Outra proteína, rô (p), é necessária para o término 
da transcrição de alguns genes. Existem três classes distintas de RNA-pol no 
núcleo das células eucarióticas. A RNA-pol I sintetiza o precursor do RNAr no 
nucléolo. No nucleoplasma, a RNA-pol Il sintetiza os precursores para RNAm e 
alguns RNA não codificantes, e a RNA-pol Ill sintetiza os precursores de RNAt e 
RNAr 5S. Tanto em procariotos quanto em eucariotos, a RNA-po! não requer um 
componente iniciador. Durante a revisão, a polimerase pode retroceder e clivar 
o transcrito. Os promotores centrais para genes transcritos pela RNA-pol Il 
contêm sequências-consenso de ação cis, como a caixa TATA (Hogness), que 
servem como locais de ligação para fatores de transcrição gerais de ação 
trans. A montante desses promotores, estão os elementos regulatórios pro- 
ximais, como CAAT e caixas ricas em GC, e elementos regulatórios distais, 
como os estimuladores. Os fatores de transcrição específicos (ativadores 
da transcrição) e o complexo Mediador vinculam esses elementos e regulam 
a frequência de início da transcrição, a resposta a sinais (como os hormônios) e 
quais genes são expressos em um determinado momento. A transcrição euca- 
riótica requer que a cromatina esteja relaxada (descondensada) em um proces- 
so conhecido como remodelamento da cromatina. Um transcrito primário é 
uma cópia linear de uma unidade transcricional, o segmento de DNA entre se- 
quências específicas de início e de término. Os transcritos primários dos RNAt e 
RNAr procarióticos e eucarióticos são modificados pós-transcricionalmente. 
O RNAr é sintetizado a partir de moléculas precursoras longas chamadas de 
pré-RNAr. Esses precursores são clivados e suas extremidades são aparadas 
por ribonucleases, produzindo os três maiores RNAr, e bases e açúcares são 
modificados. O RNAr 5S eucariótico é sintetizado pela RNA-pol! Ill e modificado 
separadamente. OS RNAt procarióticos e eucarióticos também são produzidos 
a partir de moléculas precursoras mais longas (pré-RNAt). Caso presente, um 
íntron é removido por nucleases, e ambas as extremidades da molécula são 
aparadas por ribonucleases. Uma sequência 3'-CCA é adicionada, e as bases 
em posições específicas são modificadas. O RNAm procariótico é normalmente 
idêntico ao seu transcrito primário, ao passo que o pré-RNAm eucariótico é 
intensamente modificado co- e pós-transcricionalmente. Por exemplo, um que- 
pe de 7-metilguanosina é ligado à extremidade 5' do RNAm por meio de uma 
ligação 5' — 5". Uma longa cauda de poli-A, não transcrita a partir do DNA, é 
ligada por meio da poliadenilato-polimerase à extremidade 3' da maioria dos 
RNAm. Muitos RNAm eucarióticos também contêm sequências intervenien- 
tes (introns) que precisam ser removidas para tornar o RNAm funcional. A sua 
remoção, assim como a junção das sequências expressas (éxons), necessita 
de um spliceossomo composto por pequenas partículas de ribonucleopro- 
teínas nucleares (snurps) que medeiam o processo de corte-junção. O RNAm 
eucariótico é monocistrônico, contendo informações de somente um gene, 
enquanto o RNAm procariótico é policistrônico. 
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Figura 31.20 


Mapa de conceitos-chave para a estrutura e síntese de RNA. RNAr = RNA ribossômico; RNAt =RNA transportador; 


RNAm = RNA mensageiro. 
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Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


31.1 


31.2 


31.3 


31.4 


31.5 


Uma criança do sexo masculino, de 8 meses de idade, 
com anemia severa, foi diagnosticada com talassemia B. 
A análise genética mostra que um dos genes de globina 
possui uma mutação que cria um novo sítio aceptor de 
corte-junção, 19 nucleotídeos acima (a montante) do sítio 
aceptor de corte-junção normal do primeiro íntron. Qual 
das alternativas seguintes descreve melhor a nova molé- 
cula de RNA mensageiro que pode ser produzida a partir 
desse gene mutante? 


A. O éxon 1 será muito curto. 
B. O éxon 1 será muito longo. 
C. O éxon 2 será muito curto. 
D. O éxon 2 será muito longo. 
E. O éxon 2 estará faltando. 


Uma criança de 4 anos de idade, que facilmente se cansa 
e tem dificuldade em andar, é diagnosticada com distro- 
fia muscular de Duchenne, uma doença recessiva ligada 
ao X. A análise genética mostra que o gene do paciente 
para a proteína muscular distrofina contém uma mutação 
em sua região promotora. Das alternativas listadas abai- 
xo, qual seria o efeito mais provável dessa mutação? 


A. O início da transcrição da distrofina será disfuncional. 

B. O término da transcrição da distrofina será disfun- 
cional. 

C. A adição de quepe no RNA mensageiro da distrofina 
será disfuncional. 

D. O corte-junção do RNA mensageiro será disfuncional. 

E. Acolocação da cauda no RNA mensageiro da distro- 
fina será disfuncional. 


Uma mutação nesta sequência no RNA mensageiro 
(RNAm) eucariótico irá afetar o processo pelo qual a cau- 
da de poliadenilato (poli-A) da extremidade 3' é adiciona- 
da ao RNAm. 

A. AAUAAA. 

B. CAAT. 

C. CCA. 

D. GU... A... AG. 

E. TATAAA. 


Este fator proteico identifica o promotor de genes codifi- 
cantes de proteínas em eucariotos. 

Caixa de Pribnow. 

Rô. 

Sigma. 

FTIID. 

ut. 


Qual é a sequência (convencionalmente escrita) do RNA 
produzido a partir da sequência molde de DNA, GATC- 
TAC, também escrita convencionalmente? 


moop 


Resposta correta = D. Uma vez que a mutação cria um sítio aceptor 
de corte-junção adicional (a porção 3') a montante do sítio aceptor 
normal no intron 1, a sequência de 19 nucleotídeos normalmente en- 
contrados na extremidade 3' do laço do intron 1 excisado pode ficar 
para trás como parte do éxon 2. A presença desses nucleotídeos ex- 
tras na região codificante na molécula de RNA mensageiro (RNAm) 
mutante irá impedir que o ribossomo traduza a mensagem em uma 
molécula proteica de globina B normal. Aqueles RNAm nos quais o 
sítio de corte-junção normal for usado para remover o primeiro intron 
serão normais, e a sua tradução irá produzir a proteína de globina 
B normal. 


Resposta correta = A. Mutações no promotor geralmente impedem 
a formação do complexo de início da transcrição com a RNA-po- 
limerase Il, resultando na diminuição de início da síntese de RNA 
mensageiro (RNAm). Uma deficiência no RNAm da distrofina resulta 
em deficiência na produção da proteina distrofina. Defeitos na adi- 
ção de quepe, no processo de corte-junção e na adição de cauda 
não são consequências de mutações em promotores. Eles podem, 
entretanto, resultar em RNAm com estabilidade diminuída (defeitos 
na adição do quepe e da cauda), ou em RNAm nos quais éxons te- 
nham sido removidos ou íntrons tenham sido retidos (defeitos de 
corte-junção). 


Resposta correta = A. Uma endonuclease cliva o RNAm imediata- 
mente a jusante desse sinal de poliadenilação, criando uma nova 
extremidade 3', à qual a poliadenilato-polimerase adiciona a cauda 
de poli-A, usando ATP como substrato, em um processo indepen- 
dente de molde. CAAT e TATAAA são sequências encontradas em 
promotores da RNA-polimerase Il. CCA é adicionada à extremidade 
3' do pré-RNAt pela nucleotidiltransferase. GU...A...AG indica um 
intron no pré-RNAm eucariótico. 


Resposta correta = D. O fator de transcrição geral FTIID reconhece 
e liga-se a elementos do promotor, como a caixa do tipo TATA em 
genes codificantes de proteínas eucarióticas. Estes genes são trans- 
critos pela RNA-polimerase Il. A caixa de Pribnow é um elemento de 
ação cis em promotores procarióticos. O fator rô está envolvido no 
término da transcrição procariótica. O fator sigma é a subunidade 
da RNA-polimerase procariótica que reconhece e liga o promotor 
procariótico. U1 é uma ribonucleoproteína envolvida no processo de 
corte-junção do pré-RNAm eucariótico. 


Resposta correta = 5'-GUAGAUC-3'. As sequências de ácidos nu- 
cleicos são convencionalmente escritas no sentido 5' para 3'. A 
fita-molde (5'-GATCTAC-3') é usada como 3'-CATCTAG-5'. O RNA 
resultante é complementar à cadeia do molde (e idêntico à fita codi- 
ficante), com U substituindo T. 





Síntese proteica 


I. VISÃO GERAL 





A informação genética, armazenada nos cromossomos e transmitida para as 
células-filhas por meio da replicação do DNA, é expressa pela transcrição ao 
RNA e, no caso do RNA mensageiro (RNAm), pela tradução subsequente em 
proteínas (cadeias polipeptídicas; Fig. 32.1). (Nota: o proteoma é o conjunto 
completo das proteínas que uma célula expressa.) A via de síntese proteica 
é chamada de tradução porque a “linguagem” da sequência nucleotídica no 
RNAm é traduzida para a linguagem de uma sequência de aminoácidos. O 
processo de tradução necessita de um código genético, por meio do qual a 
informação contida na sequência de nucleotídeos é expressa para produzir 
uma sequência específica de aminoácidos. Qualquer alteração na sequência 
de nucleotídeos pode resultar na inserção de um aminoácido incorreto na 
cadeia polipeptídica, causando potencialmente doenças ou até mesmo a 
morte do organismo. Proteínas imaturas recém-sintetizadas (nascentes) so- 
frem vários processos até atingirem a sua forma funcional. Elas precisam 
dobrar-se apropriadamente, sendo que o dobramento incorreto pode resultar 
na agregação e na degradação da proteína. Muitas proteínas podem ter suas 
atividades alteradas por modificação covalente. Por fim, as proteinas são 
direcionadas para seus destinos finais, intracelulares ou extracelulares, por 
sinais presentes nelas próprias. 


Il. O CÓDIGO GENÉTICO 





O código genético é um “dicionário” que identifica a correspondência entre 
uma sequência de bases nucleotídicas e uma sequência de aminoácidos. 
Cada “palavra” individual no código é composta por três bases nucleotídi- 
cas. Essas palavras genéticas são chamadas de códons. 


A. Códons 


Os códons são normalmente apresentados na linguagem do RNA men- 
sageiro pela sequência de adenina (A), guanina (G), citosina (C) e uracila 
(U). As suas sequências nucleotídicas são sempre escritas da extremida- 
de 5' para a extremidade 3". As quatro bases nucleotídicas são usadas 
para produzir códons de três bases. Existem, portanto, 64 combinações 
diferentes de bases, utilizadas três de cada vez (um código de trincas), 
como mostrado na tabela da Figura 32.2. 


1. Como traduzir um códon. Essa tabela pode ser usada para tra- 
duzir qualquer sequência de códons e, assim, determinar quais 
aminoácidos são codificados por uma sequência de RNAm. Por 


DNA 
CAPA INANP ANP PNANA 
100090 POVOA NANAXA) 


1 l 
TRANSCRIÇÃO 


| 





Figura 32.1 

Síntese proteica (tradução). 
RNAt = RNA transportador; 
RNAr = RNA ribossomal; 
RNAm = RNA mensageiro; 
RNT = região não traduzida. 
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possuem como 
base intermediária U. 





BASE INTERMEDIÁRIA 











O códon AUG designa 
metionina (Met). 








Figura 32.2 


Uso da tabela do código genético para traduzir o códon AUG. A = adenina; G = guanina; C = citosina; U = uracila. 
As abreviaturas de três letras para muitos aminoácidos comuns são mostradas como exemplos. 





URNA 


(Códon de terminação) 


sem sentido 
OCA 
(Códon para serina) 


Mutação com 
perda de sentido 


OCA 


(Códon para prolina) 


ucM 


(Códon para serina) 











Figura 32.3 

Possíveis efeitos de se mudar 
uma única base nucleotídica na 
região codificante de uma cadeia 
de RNA mensageiro. A = adenina; 
C = citosina; U = uracila. 


exemplo, o códon AUG codifica a metionina ([Met] ver Fig. 32.2). 
(Nota: AUG é o códon de início da tradução.) Sessenta e um dos 
64 códons codificam os 20 aminoácidos-padrão (proteicos; ver 
pág. 1). 

Códons de término. Três dos códons — UAA, UAG e UGA - não 
codificam aminoácidos: são códons de terminação (também cha- 
mados de códons de término ou sem sentido). Quando um desses 
códons aparece em uma sequência de RNAm, a síntese do polipep- 
tídeo codificado por aquele RNAm termina. 


. Características 


Em todos os organismos vivos, a utilização do código genético demons- 
tra uma consistência notável. Acredita-se que, uma vez que o código 
genético padrão tenha evoluído nos organismos primitivos, qualquer 
mutação (uma mudança permanente na sequência do DNA) que alte- 
rasse o seu significado teria modificado quase todas, se não todas, as 
sequências proteicas, resultando em letalidade. As características do 
código genético incluem as seguintes: 


{i 


Especificidade. O código genético é específico (não ambíguo), ou 
seja, um determinado códon sempre codifica o mesmo aminoácido. 


Universalidade. O código genético é praticamente universal, ou 
seja, sua especificidade tem sido conservada desde os estágios 
mais precoces da evolução, somente com leves diferenças na ma- 
neira como o código é traduzido. (Nota: uma exceção ocorre na 
mitocôndria, em que alguns poucos códons possuem significados 
diferentes daqueles mostrados na Figura 32.2; por exemplo, UGA 
codifica triptofano [Trp].) 
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3. Degeneração. O código genético é degenerado (algumas vezes 
chamado de redundante). Embora cada códon corresponda a um 
único aminoácido, um determinado aminoácido pode possuir mais 
de uma trinca que o codifica. Por exemplo, a arginina (Arg) é especi- 
ficada por seis códons diferentes (ver Fig. 32.2). Somente Met e Trp 
possuem uma única trinca codificante. 


4. Sem sobreposições e contínuo. O código genético não apre- 
senta sobreposições e é contínuo, ou seja, o código é lido a partir 
de um ponto inicial fixo como uma sequência contínua de bases, 
tomadas três de cada vez, sem pontuação entre os códons. Por 
exemplo, AGCUGGAUACAU é lido como AGC UGG AUA CAU. 


. Consequências de alterações da sequência nucleotídica 


A alteração de uma única base nucleotídica (uma “mutação pontual”) 
que resulte em alteração na região codificante do RNAm pode levar a um 
de três resultados (Fig. 32.3): 


1. Mutação silenciosa. O códon contendo a base alterada pode co- 
dificar o mesmo aminoácido. Por exemplo, se no códon UCA da 
serina (Ser) houver a troca da terceira base por uma diferente - U 
— para tornar-se UCU, esse códon ainda codifica a serina. Dessa 
forma, esta mutação é chamada de “silenciosa”. 


2. Mutação com perda de sentido. O códon contendo a base alte- 
rada pode codificar um aminoácido diferente. Por exemplo, se no 
códon UCA da Ser a primeira base for trocada por uma diferente — 
C - para tornar-se CCA, o novo códon vai codificar um aminoácido 
diferente, neste caso, a prolina (Pro). Essa mutação é denominada 
“com perda de sentido”. 


3. Mutação sem sentido. O códon contendo a base alterada pode 
tornar-se um códon de término. Por exemplo, se no códon UCA da 
Ser a segunda base for trocada por uma diferente — A — para tornar- 
-se UAA, o novo códon induz o término prematuro da tradução na- 
quele ponto e a produção de uma proteína encurtada (truncada). 
Essa mutação é denominada “mutação sem sentido”. (Nota: a via 
de degradação mediada por mutações sem sentido é capaz de de- 
gradar RNAm contendo paradas prematuras.) 


4. Outras mutações. Outras mutações podem alterar a quantidade 
ou a estrutura da proteína produzida pela tradução. 


a. Expansão de repetições trinucleotídicas. Ocasionalmen- 
te, uma sequência de três bases repetida em tandem torna- 
-se amplificada em número, de maneira que ocorrem muitas 
cópias de uma trinca. Se isso ocorrer no âmbito da região co- 
dificante de um gene, a proteína irá conter muitas cópias ex- 
tras de um aminoácido. Por exemplo, a expansão do códon 
CAG no éxon 1 do gene da proteína huntingtina leva à inserção 
de muitos resíduos extras de glutamina nessa proteína, cau- 
sando uma doença neurodegenerativa chamada de doença 
de Huntington (Fig. 32.4). Os resíduos adicionais de glutamina 
resultam na produção de proteínas anormalmente longas, que 
são clivadas, produzindo fragmentos tóxicos que se agregam 
nos neurônios. Se as repetições de trinucleotídeos ocorrem na 
região não traduzida (RNT) de um gene, o resultado pode ser 
um decréscimo na quantidade da proteína produzida, como 
observado, por exemplo, na síndrome do X frágil e na distrofia 
miotônica. São conhecidas mais de 20 doenças de expansões 
de repetições trinucleotídicas. (Nota: na sindrome do X frágil, a 











Doença de Huntington 


CAG codificando glutamina (Q) 


O RNAm é traduzido 
produzindo a proteina 
huntintina, com 
repetições anormais 
de glutamina 








Outras doenças de 
expansão de trincas 


Síndrome do X-frágil 
FIO ja 
EN 
(CGG) > 200 
Distrofia miotônica (tipo 1) 





Figura 32.4 

Trincas repetidas em tandem no 
RNA mensageiro (RNAm) causando 
a doença de Huntington e outras 
doenças de expansão de trincas. 
(Nota: em indivíduos não afetados 
pela doença, o número de repetições 
na proteína huntingtina é < 27; 

na proteina do retardo mental na 
síndrome do X frágil (FMRP), é 5 a 
44; e na proteina-cinase da distrofia 
miotônica, é 5 a 34.) RNT = região 
não traduzida; A = adenina; 

C = citosina; G = guanina; U = uracila; 
Q = abreviatura de uma letra para 

a glutamina. 
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Adição de base 


RNAm 

mvvu CAMCCUALUGGCUAN 
nma Naa 

Ser qSer Ty Gly 


Adição de U 


ANA UCACCUALUGGCUANA, 


RIR INTER SO 
Ser Pro Met Ala 


Extremidade 5' Extramidado a. 
Deleção de C 


Ser Leu Trp 
Deleção de base 











Figura 32.5 

Mutações com troca no padrão 

de leitura resultantes da adição ou 
deleção de uma base podem causar 
alteração no módulo de leitura do 
RNAm. A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; U = uracila. 

















Figura 32.6 

Ligação complementar e antiparalela 
do anticódon do metionil-RNAt 
(CAU) ao códon do RNA mensageiro 
(RNAm) para a metionina (AUG), 

o códon de início da tradução. 


causa mais comum de incapacidade intelectual em indivíduos 
do sexo masculino, a expansão resulta no silenciamento gênico 
por meio da hipermetilação do DNA [ver pág. 476].) 


b. Mutações em sítios de corte-junção. Mutações nos sítios 
de corte-junção (ver pág. 443) podem alterar a maneira pela 
qual os íntrons são removidos das moléculas de pré-RNAm, 
produzindo proteínas aberrantes. (Nota: na distrofia miotônica, 
um distúrbio muscular, o silenciamento gênico é o resultado de 
alterações no mecanismo de corte-junção, devido a expansões 
de repetições trinucleotídicas.) 


c. Mutações no módulo de leitura. Se um ou dois nucleotí- 
deos são perdidos ou adicionados à região codificadora de um 
RNAm, ocorre uma mutação com alteração do módulo de lei- 
tura e o padrão de leitura é alterado. Isso pode resultar em um 
produto com sequência de aminoácidos radicalmente diferen- 
te, ou em um produto truncado devido à criação de um códon 
de terminação (Fig. 32.5). Se três nucleotídeos forem adiciona- 
dos, um novo aminoácido será adicionado ao peptídeo. Se três 
nucleotídeos forem removidos, um aminoácido a menos será 
inserido na sequência. A perda de três nucleotídeos mantém 
o padrão de leitura, mas pode resultar em patologias sérias. 
Por exemplo, a fibrose cística (FC), doença hereditária crônica e 
progressiva, que afeta principalmente os sistemas respiratório 
e digestório, é mais comumente causada pela deleção de três 
nucleotídeos da região codificante de um gene, resultando na 
perda de uma fenilalanina (Phe ou F; ver pág. 5) da posição 508 
(AF508) da proteína reguladora da condutância transmembra- 
na da FC (PRTFC), codificada por aquele gene. Essa mutação 
AF508 impede o dobramento normal da PRTFC, levando à sua 
destruição pelo proteassomo (ver pág. 247). A PRTFC normal- 
mente exerce a função de canal de cloreto nas células epite- 
liais; a sua perda resulta na produção de secreções espessas 
e viscosas nos pulmões e no pâncreas, levando a danos no 
pulmão e deficiências digestivas (ver pág. 174). A incidência 
da FC é mais alta (1 em 3.300) em indivíduos descendentes de 
europeus do Norte. Em mais de 70% dos pacientes com FC, a 
mutação AF508 é a causa da doença. 


Ill. COMPONENTES NECESSÁRIOS PARA A TRADUÇÃO 





Um grande número de componentes é necessário para a síntese de uma 
proteína. Eles incluem todos os aminoácidos encontrados no produto final, 
o RNAm a ser traduzido, o RNA transportador (RNAt) para cada aminoácido, 
os ribossomos funcionais, as fontes de energia e as enzimas, além dos fa- 
tores proteicos não catalíticos necessários para o início, o alongamento e a 
terminação da síntese da cadeia polipeptídica. 


A. Aminoácidos 


Todos os aminoácidos que, por fim, aparecem na proteína comple- 
ta devem estar presentes no momento da síntese proteica. Se um dos 
aminoácidos estiver faltando, a tradução cessa no códon que especifica 
aquele aminoácido. (Nota: isso demonstra a importância de se possuir 
todos os aminoácidos essenciais [ver pág. 262] em quantidades sufi- 
cientes na dieta para garantir uma síntese proteica continuada.) 
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B. RNA transportador (RNAt) 


Pelo menos um tipo específico de RNAt é necessário para cada ami- 
noácido. Em humanos, existem pelo menos 50 espécies de RNAt, ao 
passo que as bactérias contêm pelo menos 30 espécies. Uma vez que 
existem somente 20 aminoácidos diferentes transportados pelos RNAt, 
alguns aminoácidos têm mais de uma molécula de RNAt específica. Isso 
é especialmente verdadeiro para aqueles aminoácidos codificados por 
vários códons. 


1. Sítio de ligação ao aminoácido. Cada molécula de RNAt pos- 
sui um sítio de ligação para um aminoácido específico (cognato) 
na sua extremidade 3' (Fig. 32.6). O grupo carboxila do aminoá- 
cido estabelece uma ligação éster com a hidroxila 3' da porção 
ribosídica do nucleotídeo de adenosina (A) na sequência -CCA 
da extremidade 3' do RNAt. (Nota: um RNAt com um aminoácido 
ligado covalentemente [ativado] é considerado “carregado”. Se 
não houver um aminoácido ligado, diz-se que o RNAt não está 
carregado.) 


2. Anticódon. Cada molécula de RNAt também contém uma se- 
quência de três nucleotídeos — o anticódon — que reconhece um 
códon específico no RNAm (ver Fig. 32.6). Esse códon especifica a 
inserção na cadeia peptídica em crescimento do aminoácido carre- 
gado por aquele RNAt. 


. Aminoacil-RNAt-sintetases 


Esta família de 20 diferentes enzimas é necessária para a ligação dos 
aminoácidos aos seus RNAt correspondentes. Cada membro dessa fa- 
mília reconhece um aminoácido específico e todos os RNAt que cor- 
respondem àquele aminoácido (RNAt isoaceptores, com até 5 por ami- 
noácido). As aminoacil-RNAt-sintetases catalisam uma reação de duas 
etapas que resulta na ligação covalente do grupamento a-carboxila de 
um aminoácido ao nucleotídeo de adenosina na sequência -CCA da 
extremidade 3' do seu RNAt correspondente. A reação geral necessita 
de ATP, que é clivado em monofosfato de adenosina (AMP, do inglês 
adenosine monophosphate) e pirofosfato inorgânico (PP), como mos- 
trado na Figura 32.7. A grande especificidade das sintetases no reco- 
nhecimento tanto do aminoácido quanto de seu RNAt específico contri- 
bui para a alta fidelidade da tradução da mensagem genética. Além da 
atividade de síntese, as aminoacil-RNAt-sintetases possuem atividade 
de “revisão” ou “edição”, que pode remover aminoácidos incorretos da 
enzima ou da molécula de RNAt. 


RNA mensageiro (RNAm) 


O RNAm específico necessário como molde para a síntese da cadeia 
polipeptídica desejada deve estar presente. (Nota: o RNAm eucariótico é 
tornado circular para a tradução.) 


Ribossomos funcionalmente competentes 


Como mostrado na Figura 32.8, os ribossomos são grandes complexos 
de proteínas e RNA ribossomal (RNAr), nos quais predomina o RNAr. 
Eles consistem em duas subunidades - uma grande e uma pequena — 
cujos tamanhos relativos são dados geralmente em termos dos seus 
coeficientes de sedimentação, ou valores S (Svedberg). (Nota: devido 
aos valores S serem determinados tanto pela forma como pela mas- 
sa molecular, os seus valores numéricos não são estritamente aditivos. 





Aminoácido 
Aminoacil- Bit 
-RNAt-sintetase 
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Aminoacil-RNAt 











Figura 32.7 

Ligação de um aminoácido específico 
ao seu RNA transportador (RNAt) 
correspondente por uma 
aminoacil-RNAt-sintetase. 

PP, = pirofosfato; P, = fosfato 
inorgânico; A = adenina; C = citosina; 
AMP = monofosfato de adenosina; 

~ = ligação de alta energia. 
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RIBOSSOMO PROCARIÓTICO 
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RNA 23S RNA 16S 
33 Proteínas 21 Proteínas 
RIBOSSOMO EUCARIÓTICO 


N (a) 
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RNA 28S RNA 18S 
~50 Proteínas ~35 Proteínas 
Figura 32.8 


Composição ribossomal. (Nota: o 
número de proteínas nas subunidades 
ribossomais eucarióticas apresenta 
certa variação de espécie para 
espécie.) S = unidade Svedberg. 


Por exemplo, as subunidades 50S e 30S dos ribossomos procarióticos 
formam, juntas, um ribossomo 70S. As subunidades 60S e 40S dos eu- 
cariotos formam um ribossomo 80S.). Os ribossomos procarióticos e 
eucarióticos são semelhantes em estrutura e apresentam a mesma fun- 
ção, a saber, atuam como complexos macromoleculares onde a síntese 
proteica ocorre. 





A subunidade ribossomal menor liga-se ao RNAm, sendo responsável 
pela fidelidade da tradução, promovendo o correto pareamento de ba- 
ses entre o códon no RNAm e o anticódon no RNAt. A subunidade ri- 
bossomal maior catalisa a formação das ligações peptídicas que unem 
os resíduos de aminoácidos em uma proteina. 





RNA ribossomal. Como discutido na página 434, os ribossomos 
procarióticos contêm três tipos de RNAr de diferentes tamanhos, ao 
passo que os ribossomos eucarióticos contêm quatro espécies de 
RNAr (ver Fig. 32.8). Os RNAr são gerados a partir de um único pré- 
-RNAr pela ação de ribonucleases, e algumas bases e riboses são 
modificadas. 


Proteínas ribossomais. As proteínas ribossomais estão presen- 
tes em maiores números nos ribossomos eucarióticos do que nos 
ribossomos procarióticos. Elas desempenham vários papéis na es- 
trutura e função dos ribossomos e em suas interações com outros 
componentes do sistema de tradução. 


Sítios A, Pe E. O ribossomo possui três sítios de ligação para 
as moléculas de RNAt: os sítios A, P e E. Cada sítio se estende 
ao longo das duas subunidades. Juntos, eles cobrem três códons 
vizinhos. Durante a tradução, o aminoacil-RNAt que está chegando 
liga-se ao sítio A, conforme instruído pelo códon que ocupa no mo- 
mento esse sítio. Esse códon especifica o próximo aminoácido a ser 
adicionado na cadeia peptídica em crescimento. O sítio P é ocupa- 
do pelo peptidil-RNAt. Este RNAt carrega a cadeia de aminoácidos 
já sintetizada. O sítio E é ocupado pelo RNAt vazio, que está prestes 
a deixar o ribossomo. (Ver Fig. 32.13 para uma ilustração sobre a 
função dos sítios A, P e E na tradução.) 


Localização celular. Nas células eucarióticas, os ribossomos es- 
tão “livres” no citosol ou em associação íntima com o retículo endo- 
plasmático (chamado, então, de retículo endoplasmático “rugoso”, 
ou RER). Os ribossomos associados ao RER são responsáveis pela 
síntese de proteínas (incluindo glicoproteínas; ver pág. 166) desti- 
nadas à exportação da célula, incorporação às membranas ou im- 
portação nos lisossomos (ver pág. 169 para uma visão geral deste 
último processo). Os ribossomos citosólicos sintetizam as proteínas 
necessárias para o próprio citosol, ou destinadas para o núcleo, 
a mitocôndria e os peroxissomos. (Nota: as mitocôndrias contêm 
o seu próprio conjunto de ribossomos [558] e o seu próprio DNA 
circular único. A maioria das proteínas mitocondriais, entretanto, é 
codificada pelo DNA nuclear, sintetizada no citosol e então direcio- 
nada para a mitocôndria.) 
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F. Fatores proteicos 


Os fatores de iniciação, alongamento e terminação (ou liberação) são 
necessários para a síntese proteica. Alguns desses fatores proteicos 
desempenham funções catalíticas, já outros parecem estabilizar a ma- 
quinaria de síntese. (Nota: vários dos fatores são pequenas proteínas G 
citosólicas, portanto, estão ativos quando ligados ao trifosfato de gua- 
nosina [GTP, do inglês guanosine triphosphate] e inativos quando liga- 
dos ao difosfato de guanosina [GDP, do inglês guanosine diphosphate]. 
Ver pág. 95 para uma discussão a respeito de proteínas G associadas a 
membranas). 


G. Fontes de energia 


A clivagem de quatro ligações de alta energia (ver pág. 73) é necessária 
para a adição de um aminoácido à cadeia polipeptídica em crescimento: 
duas a partir do ATP na reação da aminoacil-RNAt-sintetase - uma na 
remoção do PP, e uma na hidrólise subsequente do PP, a duas moléculas 
de P, pela pirofosfatase — e duas a partir do GTP - uma para a ligação do 
aminoacil-RNAt ao sítio A e uma para a etapa de translocação (ver Fig. 
32.13, pág. 457). (Nota: moléculas adicionais de ATP e GTP são neces- 
sárias para a iniciação em eucariotos, e uma molécula adicional de GTP 
é necessária para a terminação em eucariotos e procariotos.) A tradução 
é, portanto, um processo bastante consumidor de energia. 


IV. RECONHECIMENTO DO CÓDON 
PELO RNA TRANSPORTADOR 





O pareamento correto do códon no RNAm com o anticódon no RNAt é es- 
sencial para uma tradução fidedigna (ver Fig 32.6). Vários RNAt (isoacepto- 
res) reconhecem mais de um códon para um determinado aminoácido. 


A. Ligação antiparalela entre o códon e o anticódon 


A ligação do anticódon do RNAt ao códon do RNAm segue as regras da 
ligação complementar e antiparalela, ou seja, o códon do RNAm é “lido” 
de 5' > 3' por um anticódon que com ele pareia na orientação “inver- 
tida” (3' > 5) (Fig. 32.9). (Nota: sequências nucleotídicas são sempre 
escritas no sentido 5' > 3”, a não ser que seja indicado de outra forma. 
Duas sequências nucleotídicas se orientam de modo antiparalelo.) 


B. A hipótese do pareamento oscilante 


O mecanismo pelo qual um RNAt pode reconhecer mais de um códon 
para determinado aminoácido é descrito pela hipótese do pareamento 
oscilante, que estabelece que o pareamento códon-anticódon segue as 
regras tradicionais de Watson-Crick (G pareia com C e A pareia com U) 
no caso das duas primeiras bases do códon, mas pode ser menos rigo- 
roso para a última base. A base na porção 5' do anticódon (a primeira 
base do anticódon) não é tão definida espacialmente como as outras 
duas bases. O movimento daquela primeira base permite um parea- 
mento de bases não tradicional com a base 3' do códon (a “última” base 
do códon). Esse movimento é chamado de “oscilação” e permite que um 
único RNAt reconheça mais de um códon. Exemplos desses pareamen- 
tos flexíveis são mostrados na Figura 32.9. O resultado da oscilação é 
que não são necessárias 61 espécies de RNAt para ler os 61 códons que 
codificam aminoácidos. 



































Pareamento O pareamento não 
tradicional de bases, | | tradicional de bases 
observado na é possível entre a 
primeira e na terceira posição (3') 
segunda posições do códon e a 
do códon: primeira posição (5') 
do anticódon: 
RNAt RNAm 
GD) | mm anam 
(e c) 
(U A) 
— 2 
E ) 
Figura 32.9 


Pareamento oscilante: pareamento 
não tradicional de bases entre o 
nucleotídeo 5' (primeiro nucleotídeo) 
do anticódon e o nucleotídeo 3' 
(último nucleotídeo) do códon. 

A hipoxantina (H) é o produto da 
desaminação da adenina e é a 

base no nucleotídeo monofosfato 
de inosina (IMP, do inglês inosine 
monophosphate). A = adenina; 

G = guanina; C = citosina; U = uracila; 
RNAt = RNA transportador; 

RNAm = RNA mensageiro. 
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Figura 32.10 
Ligação complementar entre a sequência de Shine-Dalgarno do RNAm procariótico e o RNAr 16S. S = unidade 
Svedberg. 


V. PASSOS NA TRADUÇÃO 





O processo de síntese proteica traduz o alfabeto de três letras das sequên- 
cias nucleotídicas no RNAm para o alfabeto de 20 letras dos aminoácidos 
que constituem as proteínas. O RNAm é traduzido a partir da sua extremi- 
dade 5' para a sua extremidade 3”, produzindo uma proteína sintetizada a 
partir da sua extremidade amino (N) para a sua extremidade carboxila (C). Os 
RNAm procarióticos possuem, frequentemente, várias regiões codificantes, 
ou seja, são policistrônicos (ver pág. 434). Cada região codificante possui 
seus próprios códons de iniciação e terminação e produz um tipo diferente 
de polipeptídeo. Por outro lado, cada RNAm eucariótico codifica somente 
uma cadeia polipeptídica, ou seja, é monocistrônico. O processo de tradu- 
ção é dividido em três etapas separadas: iniciação, alongamento e termina- 
ção. A tradução eucariótica assemelha-se à dos procariotos na maioria dos 
aspectos. Diferenças individuais encontram-se mencionadas no texto. 











RNAt iniciador (RNAt;) 


poralmente nos procariotos, pois a tradução começa antes da trans- 
crição completar-se, em consequência da inexistência de membrana 


nuclear nos procariotos. 


Uma diferença importante é que tradução e transcrição são unidas tem- 
N'ºº.Formil-THFÁ, | Transformilase 





THF S 





A. Iniciação 


A iniciação da síntese proteica envolve a reunião dos componentes do 
sistema de tradução antes que ocorra a formação da ligação peptídica. 
Esses componentes incluem as duas subunidades ribossomais, o RNAm 
a ser traduzido, o aminoacil-RNAt especificado pelo primeiro códon na 
mensagem, GTP e fatores de iniciação que facilitam a montagem des- 
se complexo de iniciação (ver Fig. 32.13). (Nota: nos procariotos, três 
fatores de iniciação são conhecidos [IF-1, IF-2 e IF-3], ao passo que 
nos eucariotos existem muitos [designados elF para indicar a origem 
eucariótica]. Os eucariotos também necessitam de ATP para a inicia- 
ção.) Existem dois mecanismos pelos quais o ribossomo reconhece a 
sequência nucleotídica (AUG) que inicia a tradução: 











Figura 32.11 1. Sequência de Shine-Dalgarno (SD). Na Escherichia coli (E. coli), 
aei Só do N-formilmetionil-RNAt uma sequência de bases nucleotídicas rica em purinas, conhecida 
Tiaa (fMet-RNAt). THF = tetra- como sequência de Shine-Dalgarno (SD), está localizada de seis a 


Ailáraiolaia; © =ellosinasãe: adria: dez bases acima (a montante) do códon de iniciação AUG na mo- 
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lécula de RNAm - ou seja, próxima à extremidade 5'. O RNA ribos- 
somal 16S, componente da subunidade ribossomal menor (308), 
possui uma sequência nucleotídica próxima à extremidade 3", com- 
plementar a toda ou a parte da sequência de SD. Dessa forma, a 
extremidade 5' do RNAm e a extremidade 3' do RNAr 16S podem 
formar pares de bases complementares, facilitando a ligação e o 
posicionamento da subunidade ribossomal 30S sobre o RNAm com 
bastante proximidade ao códon de iniciação AUG (Fig. 32.10). 


2. Quepe 5'. RNAm eucarióticos não possuem sequências SD. Nos 
eucariotos, a subunidade ribossomal menor (40S) (auxiliada por 
membros da família elF-4 de proteínas) liga-se próximo à estrutura 
quepe na extremidade 5' do RNAm e move-se no sentido 5' > 3' ao 
longo do RNAm até encontrar o códon AUG iniciador. Esse proces- 
so de “esquadrinhamento” necessita de ATP. A iniciação indepen- 
dente do quepe 5' pode ocorrer quando a subunidade 40S liga-se a 
um sítio interno de entrada de ribossomo próximo ao códon inicia- 
dor. (Nota: interações entre as proteínas que se ligam ao quepe 5" 
[proteínas elF-4] e as proteínas de ligação à cauda poli-A do RNAm 
eucariótico medeiam a formação de estruturas circulares e prova- 
velmente impedem o uso de RNAm não completamente processa- 
do na tradução.) 





3. Códon de iniciação. O códon AUG iniciador é reconhecido por 
um RNAt iniciador (RNAt) especial. O reconhecimento é facilitado 
por IF-2-GTP nos procariotos e por elF2-GTP (mais elFs adicionais) 
nos eucariotos. O RNAt, carregado é o único RNAt reconhecido por 
(e)IF-2 e o único RNAt a ir diretamente para o sítio P na subunidade 
menor. (Nota: modificações de bases distinguem o RNAt, do RNAt 
usado para códons AUG internos.) Em bactérias e nas mitocôndrias, 
o RNAt, carrega uma metionina N-formilada (fMet), como mostrado 
na Figura 32.11. O grupamento formila é adicionado à metionina 
após o aminoácido ser ligado ao RNAt iniciador pela enzima trans- 
formilase, que utiliza Nºº-formil-tetra-hidrofolato (ver pág. 267) como 
doador de carbono. Nos eucariotos, o RNAt, carrega uma Met não 
formilada. Tanto em células procarióticas quanto eucarióticas, essa 
metionina N-terminal é normalmente removida antes de a tradução 
ser completada. A subunidade ribossomal maior então junta-se ao 
complexo e um ribossomo funcional é formado com o RNAt, carre- 
gado presente no sítio P e com o sítio A vazio. (Nota: fatores de ini- 
ciação [e]lF específicos funcionam como fatores de antiassociação 
e impedem a adição prematura da subunidade maior.) O GTP no 
(e)IF-2 é hidrolisado a GDP. Nos eucariotos, o fator de permuta de 
nucleotídeos da guanina, elF-2B, facilita a reativação de elF-2-GDP 
pela substituição de GDP por GTP. 





B. Alongamento 





O alongamento da cadeia polipeptídica envolve a adição de aminoáci- 
dos à extremidade carboxila da cadeia em crescimento. O encaminha- 
mento do aminoacil-RNAt cujo códon aparece a seguir no molde de 
RNAm no sítio A ribossomal (um processo conhecido como decodifica- 
ção) é facilitado, em E. coli, pelos fatores de alongamento EF-Tu-GTP 
e EF-Ts e necessita da hidrólise de GTP. (Nota: nos eucariotos, fatores 
de alongamento comparáveis são EF-1a-GTP e EF-1By. Tanto EF-Ts 
como EF-1y funcionam como fatores de permuta de nucleotídeos). A 
formação de ligações peptídicas entre o grupo a-carboxila do aminoá- 
cido no sítio P e o grupo a-amino do aminoácido no sítio A é catalisada 
pela peptidiltransferase, uma atividade intrínseca de um RNAr da su- 
bunidade maior (Fig. 32.12). (Nota: como esse RNAr catalisa a reação, 


Figura 32.12 

Formação de uma ligação 
peptídica. A formação da ligação 
peptídica resulta na transferência 
do peptídeo do RNA transportador 
(RNAt) localizado no sítio P para o 
aminoácido ligado ao RNAt no sítio 
A (transpeptidação). RNAm = RNA 
mensageiro; R’, R” = diferentes 
cadeias laterais de aminoácidos. 
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ESTREPTOMICINA 


Liga-se à subunidade 30S e distorce 
sua estrutura, interferindo na iniciação 
da síntese proteica. 





INICIAÇÃO 


O GTP no IF-2 é hidrolisado e 
os fatores de iniciação são 
liberados quando a subunidade 
50S chega para formar o 
complexo de iniciação 70S. 











IF-1_ IF-3 


AG---CGGUAA 3! 
1F-3 RNAm 












IF-2-GTP IF-2-GDP + P; 








Fatores de iniciação (IFs) auxiliam Sítio P 
na formação do complexo de 

iniciação 30S. O RNAt iniciador 
carregado com seu aminoácido 




















é trazido pelo IF-2-GTP ao sítio P Sítio A 
da subunidade 30S. 
Sítio E 
TETAGICIDAE Fenilalanil-RNAt 
Interagem com as subunidades EF-Tu-GTP. 
ribossomais 30S, bloqueando o acesso Ç EF-Ts 
do aminoacil-RNAt ao sítio A do O fator de alongamento EF-Tu-GTP traz o EF-Tu-gop GTP 


complexo RNAm-ribossomo, inibindo 
o alongamento. 





RNAt carregado (contendo o anticódon 
apropriado) até o códon, no sítio A vazio 
(decodificação). O GTP é hidrolisado, 
Ligação peptídica produzindo GDP. O fator de alongamento 
EF-Ts medeia a troca de GDP por GTP. 






















o A peptidiltransferase, uma atividade 
do RNAr 23S da subunidade 
ribossomal 50S, catalisa a formação 
da ligação peptídica, transferindo 
o aminoácido iniciador (ou a cadeia 
peptídica crescente) do sítio P 
ao aminoácido no sítio A 
(transpeptidação). 





Peptidiltransferase 
5 


AAG---CGG UAA n3" AAG---CGG UA AMAS! 








PUROMICINA CLORANFENICOL 
Inibe a peptidiltransferase procariótica. 
Altos níveis também podem inibir a síntese 
proteica mitocondrial. 


Apresenta semelhança estrutural com o aminoacil-RNAt 
e aceita um peptídeo do sítio P, causando a inibição do 
alongamento e término prematuro em procariotos e 
eucariotos. 

















Figura 32.13 

Etapas da síntese proteica (tradução) em procariotos e inibição por antibióticos. (Nota: EF-Ts é um fator de permuta de 
nucleotídeos da guanina. Ele facilita a remoção do difosfato de guanosina [GDP, do inglês guanosine diphosphate] do 
EF-Tu, permitindo sua substituição por trifosfato de guanosina [GTP, do inglês guanosine triphosphate]. O equivalente 
eucariótico é o EF-1 By.) fMet = metionina formilada; S = unidade Svedberg; Phe = fenilalanina; Lys = lisina; 

Arg = arginina; RNAt = RNA transportador; RNAm = RNA mensageiro. (Continua) 
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O EF-G-GTP facilita a movimentação do 
ribossomo, que se desloca três 
nucleotídeos para a frente, sobre o RNAm, 
no sentido 5' > 3'. O que estava no sítio P 
agora está no E; o que estava no sítio A 
agora está no P, e o sítio A está vazio. 
O GTP é hidrolisado produzindo GDP. 














EF-G-GTP  EF-G-GDP+P, 







ERITROMICINA 
Liga-se irreversivelmente a um sítio 
na subunidade 50S, bloqueando o j a 
tunel pelo qual o peptídeo deixa o le As etapas 3, 4 e 5 são 


ribossomo e, dessa forma, inibindo repetidas até que um 
a translocação. códon de terminação 


seja encontrado no 
sítio A. 



















7 Um códon de terminação é reconhecido por 
um fator de liberação (RF-1 ou RF-2), que 
induz a liberação da proteína recém-sintetizada. 
O GTP no RF-3 é hidrolisado. O complexo de 
síntese se dissocia. 
Peptídeo completo 
Gcc 


5a UG UUU AAG---CGG UA Am3" 





Reciclados 








Figura 32.13 (Continuação) 

(Nota: nos eucariotos, a toxina diftérica inativa o EF-2, inibindo a fase de translocação do alongamento. A ricina, uma 
toxina da mamona, remove um nucleotídeo específico de A do RNA ribossomal [RNAr] 28S na subunidade grande 
dos ribossomos eucarióticos, inibindo a função ribossomal.) 
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é chamado de ribozima [ver pág. 54].) Quando ocorre a formação da 
ligação peptídica, o peptídeo ligado ao RNAt no sítio P é transferido 
para o aminoácido ligado ao RNAt no sítio A, um processo conhecido 


Célula Fator Função 





E o das como transpeptidação. O ribossomo, então, avança três nucleotídeos 

akea no sentido da extremidade 3' do RNAm. Esse processo é conhecido 
E Pes ppano a PomocO como translocação e, em procariotos, necessita da participação de 
E elF-3 das subunidades ÇÃO O; pi i p: paç: 


EF-G-GTP (as células eucarióticas utilizam EF-2-GTP) e da hidrólise de 
GTP. A translocação induz o movimento do RNAt não carregado do sítio 








= lers Traz para o sítio A P para o sítio E (de onde é liberado) e o movimento do peptidil-RNAt do 

E | EF a-GTP pecas oa dora NAL sítio A para o sítio P O processo é repetido até que um códon de termi- 
pcs inoácidoe nação seja encontrado. (Nota: devido ao comprimento da maioria dos 

RNAm, mais de um ribossomo de cada vez pode traduzir a mensagem. 
P EF-Ts Fatores de troca de Pae a f š 
E EFA B eeoa da ana Tal complexo de um RNAm e vários ribossomos é chamado de polisso- 
t mo ou polirribossomo.) 
P | EF-G-GTP 
E EF-2-GTP Translocação 


. Terminação 


o 


RF-1,2 EA IN A terminação ocorre quando um dos três códons de terminação se move 




















E eRF de término para o sítio A. Esses códons são reconhecidos em E. coli por fatores de 
= ERRE odu iberagio liberação: RF-1, que reconhece os códons de terminação UAA e UAG, 
E | eRF-3-GTP de outros RF e RF-2, que reconhece UGA e UAA. A ligação desses fatores resulta na 
hidrólise da ligação que une o peptídeo ao RNAt no sítio P, fazendo com 

Figura 32.14 que a proteína nascente seja liberada do ribossomo. Um terceiro fator 


de liberação, RF-3-GTP, induz, então, a liberação de RF-1 ou RF-2, à 
medida que o GTP é hidrolisado (ver Fig. 32.13). (Nota: os eucariotos 
possuem um único fator de liberação, eRF, que reconhece todos os três 
códons de terminação. Um segundo fator, eRF-3, funciona como o RF-3 
procariótico. Ver Fig. 32.14 para um resumo dos fatores utilizados na tra- 
dução.) Os passos para a síntese proteica em procariotos, assim como 
alguns antibióticos que inibem esse processo, são resumidos na Figura 
32.13. O polipeptídeo recém-sintetizado pode sofrer modificações adi- 
cionais, como descrito a seguir, e as subunidades ribossomais, RNAm, 


Fatores proteicos nos três estágios 
da tradução. P = procariotos; 

E = eucariotos; RNAt = RNA 
transportador; IF = fator de iniciação; 
EF = fator de alongamento; 

RF = fator de término (liberação); 
GTP = trifosfato de guanosina. 





S 







Ribossomo 80S 
sobre o RNA mensageiro 


Sequência sinalizadora 
N-terminal no peptíideo —— > NH% 


CITOSOL 





MEMBRANA DO RER 





LÚMEN DO RER 














Figura 32.15 
Direcionamento cotraducional de proteínas para o retículo endoplasmático rugoso (RER). PRS = partícula 
de reconhecimento de sinal. 
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RNAt e fatores proteicos podem ser reciclados e usados para sintetizar 
outro polipeptídeo. (Nota: nos procariotos, fatores de reciclagem do ri- 
bossomo medeiam a separação das subunidades. Nos eucariotos, são 
necessários eRF e a hidrólise de ATP) 


Regulação da tradução 


A expressão gênica é mais comumente regulada no nível transcricional; 
entretanto, a taxa de síntese proteica também é algumas vezes regula- 
da. Um importante mecanismo pelo qual isso ocorre nos eucariotos é 
a modificação covalente de elF-2: o elF-2 fosforilado é inativo (ver pág. 
476). Tanto em eucariotos como em procariotos, a regulação pode ser 
conseguida também por meio de proteínas que se ligam aos RNAm e 
inibem o seu uso pelo bloqueio da tradução. 


Dobramento proteico 


As proteínas precisam dobrar-se para assumir o seu estado nativo, fun- 
cional. O dobramento pode ser espontâneo (como resultado de sua es- 
trutura primária) ou facilitado por proteínas conhecidas como “chapero- 
nas” (ver pág. 20). 


Direcionamento proteico 


Embora a maior parte da síntese proteica em eucariotos inicie no cito- 
plasma, muitas proteínas desempenham sua função dentro de organe- 
las subcelulares ou fora da célula. Tais proteínas normalmente contêm 
sequências de aminoácidos que as direcionam para a sua localização 
final. Por exemplo, as proteínas destinadas à secreção celular são dire- 
cionadas durante sua síntese (direcionamento cotraducional) para o RER 
pela presença de uma sequência sinalizadora hidrofóbica N-terminal. 
A sequência é reconhecida pela partícula de reconhecimento de sinal 
(PRS), uma ribonucleoproteina que se liga ao ribossomo, faz cessar o 
alongamento e entrega o complexo ribossomo-peptídeo a um canal da 
membrana do RER (o translocon) via interação com o receptor de PRS. 
A tradução reinicia, a proteína penetra no lúmen do RER e sua sequência 
sinalizadora é clivada (Fig. 32.15). A proteína move-se pelo RER e pelo 
Golgi, é processada, empacotada em vesículas e secretada. Proteínas 
direcionadas após a síntese (pós-tradução) incluem proteínas nuclea- 
res que contêm um sinal de localização nuclear básico interno e curto; 
proteínas da matriz mitocondrial, que contêm uma sequência de entrada 
mitocondrial N-terminal anfipática, a-helical; e proteínas peroxissomais, 
que contêm um tripeptídeo sinalizador C-terminal. 


VI. MODIFICAÇÕES CO- E PÓS-TRADUCIONAIS 





Muitas cadeias polipeptídicas são modificadas covalentemente, tanto en- 
quanto elas ainda estão ligadas ao ribossomo (modificações cotraducionais) 
como após a sua síntese ter sido completada (modificações pós-traducio- 
nais). Essas modificações podem incluir a remoção de parte da sequência 
traduzida ou a adição covalente de um ou mais grupos químicos necessários 
para a atividade proteica. 


A. 


Clivagem das extremidades 


Muitas proteínas destinadas para secreção da célula são inicialmente 
produzidas como grandes moléculas precursoras não funcionalmente 
ativas. Porções da cadeia proteica precisam ser removidas por endopro- 
teases especializadas, resultando na liberação da molécula ativa. O sítio 
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Figura 32.16 
Modificações covalentes de alguns 
resíduos de aminoácidos. (Continua) 


460 Denise R. Ferrier 





Hidroxilação 
H 


jl 
avv wv ~ HN — C—CO ~a 
[l 


] 
HC CH, 


A om 


Resíduo hidroxiprolil 


Carboxilaç 
Fatores 


H 
N- CH—G de coagulação 


maduros Il, VII, 
Ch O IX 
CH 
Resíduo de 


coo- “coor esie 


Enzima biotinilada 


Resíduo lisil de —> ʻ H 
uma carboxilase y2 


o o 
HNNH 
Biotina 


Enzima biotinilada 


Proteína farnesilada 


ina, 
Ta sc 


ÇH CHy-S-CHa-CH 
I i 


Cistei 


CH; CH, C e NH 
CH, AH C=C, CH, 
PE=C CH al 
CH3 
E 
Grupo farnesil 











Figura 32.16 (Continuação) 
Modificações covalentes de alguns 
resíduos de aminoácidos. 


celular da reação de clivagem depende da proteína a ser modificada. 
Algumas proteínas precursoras são clivadas no RER ou no aparelho de 
Golgi, outras são clivadas nas vesículas secretoras em desenvolvimento 
(p. ex., a insulina; ver Fig. 23.4, pág. 309) e, ainda, outras, como o colá- 
geno (ver pág. 47), são clivadas após a secreção. 


. Alterações covalentes 


A função das proteínas pode ser afetada pela ligação covalente a vários 
grupos químicos (Fig. 32.16). A seguir, são listados exemplos dessas 
alterações. 


1. Fosforilação. A fosforilação ocorre nos grupos hidroxila de resi- 
duos de serina, treonina ou, menos frequentemente, nos resíduos 
de tirosina de uma proteína. Essa fosforilação é catalisada por uma 
família de proteina-cinases e pode ser revertida pela ação das pro- 
teína-fosfatases celulares. A fosforilação pode aumentar ou diminuir 
a atividade funcional da proteína. Vários exemplos dessas reações 
foram previamente discutidos (p. ex., ver Cap. 11, pág. 132, para a 
regulação da síntese e da degradação do glicogênio). 


2. Glicosilação. Muitas das proteínas destinadas a constituírem par- 
te da membrana plasmática ou a serem secretadas da célula pos- 
suem cadeias de carboidratos adicionadas em bloco ao nitrogênio 
amídico de uma asparagina (N-ligados) ou construídas sequencial- 
mente sobre grupos hidroxila de uma serina, treonina ou hidroxilisi- 
na (O-ligados). A N-glicosilação ocorre no RER e a O-glicosilação 
ocorre no aparelho de Golgi. (O processo de produção de tais gli- 
coproteinas foi discutido na pág. 165.) As hidrolases ácidas lisosso- 
mais são N-glicosiladas e são direcionadas à matriz lisossomal pela 
fosforilação de resíduos de manose no carbono 6 (ver pág. 169). 


3. Hidroxilação. Resíduos de prolina e lisina das cadeias a do colá- 
geno são intensamente hidroxilados no RER por hidroxilases depen- 
dentes de vitamina C (ver pág. 47). 


4. Outras modificações covalentes. Essas podem ser necessárias 
para a atividade funcional de uma proteína. Por exemplo, grupos 
carboxila adicionais podem ser inseridos em resíduos de glutamato 
por carboxilação dependente de vitamina K (ver pág. 393). Os resí- 
duos de y-carboxiglutamato (Gla) resultantes são essenciais para 
a atividade de várias das proteínas da coagulação sanguínea. (Ver 
Cap. 35 online.) A biotina é ligada covalentemente a grupos £-amino 
de resíduos de lisina de enzimas dependentes de biotina que ca- 
talisam reações de carboxilação, como a piruvato-carboxilase (ver 
Fig 10.3, pág. 119). A ligação de lipídeos, como os grupamentos 
farnesila, pode auxiliar na ancoragem de proteínas às membranas 
(ver pág. 221). Muitas proteínas eucarióticas são acetiladas na por- 
ção N-terminal em modificação cotraducional. (Nota: a acetilação 
reversível de histonas influencia a expressão gênica [ver pág. 476].) 


D. Degradação proteica 


Proteínas que sejam defeituosas (p. ex., por apresentarem dobramen- 
to errôneo) ou destinadas a uma reciclagem rápida são frequentemente 
marcadas para destruição por ubiquitinação — a ligação covalente de 
cadeias de uma pequena proteína altamente conservada, chamada de 
ubiquitina (ver Fig. 19.3, pág. 247). Proteínas marcadas dessa forma são 
rapidamente degradadas por um componente celular conhecido como 
“proteassomo” — um complexo sistema proteolítico macromolecular 
dependente de ATP localizado no citosol. Por exemplo, o dobramento 
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incorreto da proteína PRTFC (ver pág. 450) resulta em sua degradação 
pelo proteassomo. (Nota: se o dobramento proteico for impedido, pro- 
teínas não dobradas acumulam-se no RER, causando estresse, que dis- 
para a resposta a proteínas não dobradas, em que a expressão de cha- 
peronas é aumentada; a tradução é diminuída pela fosforilação de elF-2 
e as proteínas não dobradas são enviadas para o citosol, ubiquitinadas 
e degradadas no proteassomo em um processo chamado degradação 
associada com o retículo endoplasmático.) 








VII. RESUMO DO CAPÍTULO 





Os códons são compostos por três nucleotídeos, apresentados na linguagem do RNA mensageiro (RNAm) pelas bases adeni- 
na (A), guanina (G), citosina (C) e uracila (U). Eles são sempre escritos de 5'—3'. Das 64 combinações possíveis de três bases, 
61 codificam os 20 aminoácidos comuns e três sinalizam a terminação da síntese proteica (tradução). A alteração da sequência 
nucleotídica em um códon pode causar mutações silenciosas (o códon alterado codifica o mesmo aminoácido), mutações 
com perda de sentido (o códon alterado codifica um aminoácido diferente) ou mutações sem sentido (o códon alterado é 
um códon de terminação). Características do código genético incluem especificidade, universalidade e degeneração, e ele é 
não sobreposto e contínuo (Fig. 32.17). Os requisitos para a sintese proteica incluem todos os aminoácidos que aparecem na 
proteína finalizada; pelo menos um tipo específico de RNA transportador (RNAt) para cada aminoácido; uma aminoacil-RNAt- 
-sintetase para cada aminoácido; o RNAm codificante da proteína a ser sintetizada; ribossomos totalmente competentes (70S 
nos procariotos e 80S nos eucariotos); os fatores proteicos necessários para a iniciação, alongamento e terminação da síntese 
proteica; além de ATP e trifosfato de guanosina (GTP, do inglês guanosine triphosphate) como fontes de energia. O RNAt pos- 
sui um sítio de ligação para um aminoácido específico na sua extremidade 3' e uma região de anticódon que pode reconhecer 
o códon especificando o aminoácido que o RNAt carrega. Os ribossomos são grandes complexos de proteínas e RNA ribos- 
somal (RNAr). Eles consistem em duas subunidades, 30S e 50S nos procariotos e 40S e 60S nos eucariotos. Cada ribossomo 
possui três sítios de ligação para moléculas de RNAt — os sítios A, P e E, que cobrem três códons vizinhos. O sítio A liga-se a um 
aminoacil-RNAt recém-chegado, o sítio P é ocupado pelo peptidil-RNAt, e o sítio E é ocupado pelo RNAt não carregado, 
que está prestes a deixar o ribossomo. O reconhecimento de um códon no RNAm é realizado pelo anticódon do RNAt, que liga- 
-se ao códon segundo as regras de ligação complementar e antiparalela. A hipótese do pareamento “oscilante” estabelece 
que a primeira base (5') do anticódon não é tão definida espacialmente como as outras duas bases. O movimento daquela pri- 
meira base permite um pareamento não tradicional de bases com a última base (3') do códon, dessa forma permitindo que um 
único RNAt reconheça mais de um códon para determinado aminoácido. Para a iniciação da síntese proteica, os componentes 
do sistema de tradução são reunidos, e o RNAm associa-se à subunidade ribossomal menor. O processo necessita de fatores 
de iniciação (IF). Nos procariotos, uma região rica em purinas do RNAm (a sequência de Shine-Dalgarno) pareia com uma 
sequência complementar no RNAr 16S, resultando no posicionamento da subunidade menor sobre o RNAm, de maneira que 
a tradução possa começar. O quepe 5” (ligado a proteínas da família elF-4) no RNAm eucariótico é usado para posicionar a 
subunidade menor sobre o RNAm. O códon de iniciação é o AUG; a N-formilmetionina é o aminoácido inicial nos procariotos, 
ao passo que a metionina o é nos eucariotos. O RNAt iniciador (RNAt) carregado é trazido ao sítio P pelo (e)lIF-2. A cadeia poli- 
peptídica é alongada pela adição de aminoácidos à extremidade carboxila da cadeia em crescimento. O processo necessita de 
fatores de alongamento, que facilitam a ligação do aminoacil-RNAt ao sítio A e o movimento do ribossomo ao longo do RNAm. 
A formação da ligação peptídica é catalisada pela peptidiltransferase, atividade intrínseca do RNAr da subunidade maior, que 
é, portanto, uma ribozima. Após a formação da ligação peptídica, o ribossomo avança ao longo do RNAm no sentido 5' > 3' 
para o próximo códon (translocação). Devido ao tamanho da maioria dos RNAm, mais de um ribossomo de cada vez pode 
traduzir uma mensagem, formando um polissomo. O processo de terminação inicia quando um dos três códons de termina- 
ção se move para o sítio A. Esses códons são reconhecidos por fatores de liberação. A proteína recém-sintetizada é liberada 
do complexo ribossomal, e o ribossomo dissocia-se do RNAm. Iniciação, alongamento e terminação são possibilitados pela 
hidrólise de GTP. Nos eucariotos, a iniciação também requer ATP para o esquadrinhamento. Muitos antibióticos interferem 
no processo de síntese proteica. Muitas cadeias polipeptídicas são modificadas covalentemente durante ou após a tradução. 
Tais modificações incluem a remoção de aminoácidos; a fosforilação, que pode ativar ou inativar a proteína; a glicosilação, 
que desempenha funções no direcionamento da proteína; e a hidroxilação, como aquela observada no caso do colágeno. 
O direcionamento da proteína pode ser cotraducional (como no caso de proteínas secretadas) ou pós-traducional (como no 
caso de proteínas da matriz mitocondrial). As proteínas precisam dobrar-se para atingir a sua forma funcional. O dobramento 
pode ser espontâneo ou auxiliado por chaperonas. Proteínas defeituosas, como aquelas que não apresentam o dobramento 
apropriado ou aquelas destinadas à reciclagem rápida, são marcadas para destruição pela ligação de cadeias de uma pequena 
proteína altamente conservada chamada ubiquitina. As proteínas ubiquitinadas são rapidamente degradadas por um complexo 
citosólico conhecido como proteassomo. 
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Figura 32.17 
Mapa de conceitos-chaves para a síntese proteica. RNAm = RNA mensageiro; RNAt = RNA transportador; 


A = adenina; G = guanina; C = citosina; U = uracila. 


Bioquímica Ilustrada 463 





Questões para estudo 





Escolha uma a MELHOR resposta. 


32.1 


32.2 


32.3 


32.4 


Descobre-se que um homem de 20 anos de idade com 
uma anemia microcítica possui uma forma anormal de 
globina B (Hemoglobina Constant Spring), que apresenta 
172 aminoácidos, em vez dos 141 encontrados na pro- 
teína normal. Qual das seguintes mutações pontuais é 
consistente com essa anormalidade? Use a Figura 32.2 
para responder a questão. 

A. CGA > UGA. 

B. GAU > GAC. 

C. GCA > GAA. 

D. UAA > CAA. 

E. UAA > UAG. 


Uma companhia farmacêutica está estudando um novo 

antibiótico que inibe a síntese proteica bacteriana. Quan- 

do esse antibiótico é adicionado a um sistema de síntese 

proteica in vitro que está traduzindo a sequência de RNA 

mensageiro AUGUUUUUUUAG, o único produto forma- 

do é o dipeptídeo fMet-Phe. Qual etapa da síntese protei- 

ca é mais provavelmente inibida pelo antibiótico? 

Iniciação. 

Ligação do RNAt carregado ao sítio ribossomal A. 

Atividade de peptidiltransferase. 

Translocação ribossomal. 

. Terminação. 

Uma molécula de RNA transportador (RNAt) que deveria 

carregar cisteína (RNAt?) foi erroneamente carregada, 

de maneira que ela, na verdade, carrega alanina (Ala- 

-RNAt”). Assumindo que nenhuma correção ocorra, 

qual será o destino desse resíduo de alanina durante a 

síntese proteica? 

A. Ele será incorporado em uma proteina em resposta a 
um códon da alanina. 

B. Ele será incorporado a uma proteína em resposta a 
um códon de cisteína. 

C. Ele será incorporado ao acaso em qualquer códon. 

D. Ele permanecerá ligado ao RNAt, pois não pode ser 
usado para a síntese proteica. 

E. Ele será convertido quimicamente em cisteína por 
enzimas celulares. 


moop 


Em um paciente com fibrose cística (FC) causada pela 
mutação AF508, a proteína mutante reguladora da con- 
dutância transmembrana da fibrose cística (PRTFC) do- 
bra-se de forma incorreta. As células do paciente modi- 
ficam essa proteína anormal ligando a ela moléculas de 
ubiquitina. Qual será o destino dessa proteína PRTFC 
modificada? 


A. Ela desenvolve a sua função normal, uma vez que a 
ubiquitina corrige em grande parte o efeito da muta- 
ção. 

Ela é degradada pelo proteassomo. 

Ela é direcionada a vesículas de estocagem. 

Ela é reparada por enzimas celulares. 

Ela é secretada da célula. 


moom 


Resposta correta = D. A mutação do códon de término normal no 
RNAm da globina B, de UAA para CAA, induz o ribossomo a inserir 
uma glutamina naquele ponto. Assim, ele irá continuar a estender 
a cadeia proteica até atingir o próximo códon de término na men- 
sagem, resultando em uma proteína anormalmente longa. A substi- 
tuição de CGA (arginina) por UGA (término) tornaria a proteína mais 
curta. Tanto GAU como GAC codificam aspartato e não causariam 
alteração na proteina. Trocar GCA (alanina) para GAA (glutamato) 
não altera o tamanho do produto proteico. Uma modificação de UAA 
para UAG simplesmente trocaria um códon de término por outro e 
não exerceria qualquer efeito na proteína. 


Resposta correta = D. Uma vez que há produção de fMet-Phe (me- 
tionila formilada-fenilalanina), os ribossomos são capazes de com- 
pletar a iniciação, ligar o Phe-RNAt ao sítio A e usar a atividade de 
peptidiltransferase para formar a primeira ligação peptídica. Como o 
ribossomo não parece ser capaz de continuar a síntese, o movimen- 
to ribossomal (translocação) é mais provavelmente a etapa inibida. 
O ribossomo é, dessa forma, imobilizado antes que alcance o códon 
de término dessa mensagem. 


Resposta correta = B. Uma vez que o aminoácido esteja ligado a 
uma molécula de RNAt, somente o anticódon daquele RNAt é ca- 
paz de determinar a especificidade da incorporação. Dessa forma, 
a alanina carregada incorretamente será incorporada na proteína na 
posição determinada pelo códon da cisteina. 


Resposta correta = B. A ubiquitinação normalmente marca proteínas 
velhas, danificadas ou erroneamente dobradas para destruição pelo 
proteassomo no citosol. Não existe mecanismo celular conhecido 
para o reparo de proteínas danificadas. 
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32.5 


32.6 


32.7 


32.8 


32.9 


Muitos antimicrobianos inibem a tradução de proteínas. 
Qual dos seguintes antimicrobianos está corretamente 
pareado com o seu mecanismo de ação? 


A. A eritromicina liga-se à subunidade ribossomal 60S. 

B. A puromicina inativa o fator de alongamento-2. 

C. A estreptomicina liga-se à subunidade ribossomal 
30S. 

D. As tetraciclinas inibem a peptidiltransferase. 


A tradução de um polirribonucleotídeo sintético conten- 
do a sequência repetida CAA em um sistema acelular de 
síntese de proteínas produz três homopolipeptídeos: po- 
liglutamina, poliasparagina e politreonina. Se os códons 
para a glutamina e para a asparagina são CAA e AAC, 
respectivamente, qual das trincas seguintes é o códon 
para a treonina? 

AAC. 

ACA. 

CAA. 

CAC. 

. CCA. 


Qual das seguintes alternativas refere-se a algo neces- 
sário para a síntese de proteínas em ambos procariotos e 
eucariotos? 


A. Ligação da subunidade ribossomal menor à sequên- 

cia de Shine-Dalgarno. 

B. Formilmetionina ligada a um RNA transportador 

(RNAt). 

C. Movimento do RNA mensageiro do núcleo para o ci- 

toplasma. 

D. Reconhecimento do quepe 5' pelos fatores de inicia- 

ção. 

E. Translocação do peptidil-RNAt do sítio A para o sítio P. 
A deficiência de a 1-antitripsina (A1AT) pode resultar em 
enfisema, uma patologia de pulmão, devido à falta de 
controle da ação da elastase, uma serina-protease. A 
deficiência de A1AT nos pulmões é a consequência de 
prejuízo em sua secreção pelo fígado, o seu sítio de sin- 
tese. Proteínas como A1AT, destinadas a serem secreta- 
das, são mais bem caracterizadas por qual das seguintes 
afirmativas? 


A. A sua síntese é iniciada no retículo endoplasmático 
liso. 

B. Elas contêm um sinal de destinação de manose-6- 
-fosfato. 

C. Elas sempre contêm metionina como aminoácido N- 
-terminal. 

D. Elas são produzidas a partir de produtos de tradução 
que possuem uma sequência sinalizadora hidrofóbi- 
ca N-terminal. 

E. Elas não contêm ligações O-glicosídicas, pois a sua 
síntese não envolve o aparelho de Golgi. 


Por que o código genético é descrito como não ambíguo 
e degenerado? 


moom> 


Resposta correta = C. A estreptomicina liga-se à subunidade 30S 
e inibe o início da tradução. A eritromicina liga-se à subunidade ri- 
bossomal 50S (60S denota uma subunidade eucariótica) e bloqueia 
o túnel por meio do qual o peptídeo deixa o ribossomo. A puromi- 
cina apresenta estrutura similar ao aminoacil-RNAt. Ela é incorpo- 
rada à cadeia sendo sintetizada e inibe o alongamento, resultando 
no término prematuro da síntese, tanto em procariotos quanto em 
eucariotos. Tetraciclinas ligam-se à subunidade 30S do ribossomo 
e bloqueiam o acesso ao sítio A, inibindo o alongamento da cadeia. 


Resposta correta = B. A sequência polinucleotídica sintética 
CAACAACAACAA... pode ser lida pelo sistema de síntese proteica in 
vitro iniciando no primeiro C, no primeiro A ou no segundo A (i.e., em 
qualquer dos três padrões de leitura). No primeiro caso, a primeira 
trinca (códon) lida seria CAA, que codifica a glutamina; no segundo 
caso, o primeiro códon seria AAC, que codifica a asparagina; no últi- 
mo caso, o primeiro códon seria ACA, que codifica a treonina. 


Resposta correta = E. Tanto em procariotos quanto em eucariotos, 
o prosseguimento da tradução (alongamento) requer o movimento 
do peptidil-RNAt do sítio A para o sítio P, para possibilitar ao pró- 
ximo aminoacil-RNAt a entrada no sítio A. Apenas procariotos têm 
uma sequência de Shine-Dalgarno e utilizam metionina formilada, e 
apenas eucariotos apresentam núcleo e processamento co- e pós- 
-transcricional de seus RNAm. 


Resposta correta = D. A síntese de proteínas secretadas é iniciada 
nos ribossomos livres (citosólicos). Na medida em que a sequên- 
cia sinalizadora N-terminal do peptídeo emerge do ribossomo, ela 
é ligada a uma partícula de reconhecimento de sinal, levada até o 
retículo endoplasmático rugoso (RER), direcionada ao lúmen e re- 
movida com o andamento da tradução. As proteínas movem-se pelo 
RER e pelo Golgi e sofrem processamentos, como a N-glicosilação 
(RER) e a O-glicosilação (Golgi). No Golgi, elas são empacotadas em 
vesículas secretoras e liberadas da célula. O retículo endoplasmá- 
tico liso está associado com a síntese de lipídeos, não proteinas, e 
não apresenta ribossomos ligados a ele. A fosforilação no carbono 
6 dos resíduos de manose terminais nas glicoproteínas direciona 
estas proteínas (hidrolases ácidas) para os lisossomos. A metionina 
N-terminal é removida da maior parte das proteínas durante o pro- 
cessamento. 


Um determinado aminoácido pode ser codificado por mais de um 
códon (código degenerado), mas um determinado códon codifica 
somente um único aminoácido (código não ambíguo). 





Regulação da 
expressão gênica 


Il. VISÃO GERAL 





A expressão gênica refere-se ao processo de múltiplos passos que, por fim, 
resulta em um produto gênico funcional, seja ácido ribonucleico (RNA) ou pro- 
teína. O primeiro passo na expressão gênica — o uso de ácido desoxirribonu- 
cleico (DNA) para a síntese de RNA (transcrição) — é o principal sítio de regula- 
ção, tanto em procariotos quanto em eucariotos. Nos eucariotos, no entanto, 
a expressão gênica também envolve muitos processos pós-transcricionais e 
pós-traducionais, assim como ações que influenciam o acesso a determina- 
das regiões do DNA. Cada um desses passos pode ser regulado a fim de for- 
necer controle adicional sobre os tipos e quantidades dos produtos funcionais. 


Nem todos os genes são rigorosamente regulados. Por exemplo, os genes 
descritos como constitutivos codificam os produtos necessários para as fun- 
ções celulares básicas, de modo que são expressos em níveis essencial- 
mente constantes. São, assim, os genes “mantenedores da casa”. Os genes 
regulados, no entanto, são expressos apenas em certas condições. Podem 
ser expressos em todas as células ou apenas em um subconjunto delas, por 
exemplo, nos hepatócitos. A capacidade de regular a expressão gênica (i.e., 
de especificar se quantos e quando determinados produtos gênicos serão 
sintetizados) fornece à célula controle sobre sua estrutura e função. É a base 
para a diferenciação celular, a morfogênese e a capacidade de adaptação de 
qualquer organismo. O controle da expressão gênica é mais bem compreen- 
dido em procariotos, mas muitos temas repetem-se nos eucariotos. A Figura 
33.1 mostra alguns dos sítios de controle da expressão gênica. 


Il. SEQUÊNCIAS E MOLÉCULAS REGULADORAS 





A regulação da transcrição — o passo inicial em toda a expressão gênica — 
é controlada por sequências reguladoras no DNA, geralmente inseridas em 
regiões não codificantes do genoma. A interação entre esses segmentos 
de DNA e as moléculas reguladoras, como os fatores de transcrição, pode 
acionar ou reprimir a maquinaria transcricional, influenciando os tipos e as 
quantidades de produtos. As sequências reguladoras no DNA são chama- 
das de ação cis, pois influenciam a expressão de genes no mesmo cromos- 
somo em que estão situadas (ver pág. 439). As moléculas regulatórias são 
chamadas de ação trans, pois podem difundir (transitar) pela célula, des- 
de seu sítio de síntese para seus sítios de ligação no DNA (Fig. 33.2). Por 
exemplo, um fator proteico de transcrição (uma molécula de ação trans) que 
regula um gene no cromossomo 6 pode, ele próprio, ter sido transcrito a 
partir de um gene no cromossomo 11. A ligação de proteínas ao DNA ocorre 
via motivos estruturais da proteína, como dedos-de-zinco (Fig. 33.3), zíper de 
leucina ou hélice-volta-hélice. 
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Nos eucariotos, a expressão gênica 
também é controlada nos processos 
pós-transcricionais e pós-traducionais. 


















Figura 33.1 
Controle da expressão gênica. 
RNAm = RNA mensageiro. 
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Fatores de ação trans, geralmente 
proteinas, são sintetizados a partir 
de genes diferentes dos genes-alvo 
da regulação. Fatores de ação trans 
ligam-se a elementos de ação cis 








Elementos de ação cis são sequências 
de DNA às quais se ligam fatores 
reguladores de ação trans. 














Figura 33.2 

Elementos de ação cis e fatores de 
ação trans. RNAm = RNA mensageiro; 
Pol-ll = RNA-polimerase ll. 
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Figura 33.3 
Dedo-de-zinco (Zn) é um motivo 
comum em proteínas que se ligam 


ao DNA. Cys = cisteína; His = histidina. 


Ill. REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO 


GÊNICA EM PROCARIOTOS 





Em procariotos, como na bactéria Escherichia coli (E. coli), a regulação da 
expressão gênica ocorre principalmente no nível transcricional. Em geral, é 
mediada pela ligação de proteínas de ação trans a elementos reguladores 
de ação cis na molécula única de DNA (cromossomo). (Nota: a regulação do 
primeiro passo da expressão de um gene é uma estratégia eficiente, pois a 
energia não é desperdiçada sintetizando produtos gênicos desnecessários.) 
O controle transcricional em procariotos pode envolver o início ou o encerra- 
mento prematuro da transcrição. 


A. 


Transcrição de RNA mensageiro a 
partir de óperons bacterianos 


Nas bactérias, os genes estruturais que codificam as proteínas envol- 
vidas em determinada via metabólica encontram-se, com frequência, 
agrupados sequencialmente no cromossomo, junto a elementos regula- 
dores de ação cis, que regulam a transcrição desses genes. A transcri- 
ção produz um único RNA mensageiro (RNAm) policistrônico (ver pág. 
434). Dessa forma, os genes são controlados coordenadamente, ou seja, 
acionados ou “desligados” como uma unidade. Esse pacote inteiro é 
referido como um óperon. 


Operadores nos óperons bacterianos 


Os óperons bacterianos contêm um operador, um segmento de DNA 
que regula a atividade dos genes estruturais do óperon quando a ele se 
liga reversivelmente uma proteína conhecida como repressor. Se o ope- 
rador não estiver ligado a uma molécula repressora, a RNA-polimerase 
(RNA-pol) liga-se ao promotor, ultrapassa o operador, alcança os genes 
codificadores de proteínas e os transcreve no RNAm. Se uma molécula 
repressora estiver ligada ao operador, a polimerase é bloqueada e não 
produz RNAm. Enquanto o repressor estiver ligado ao operador, o RNAm 
e, portanto, as proteínas, não serão sintetizados. Contudo, quando uma 
molécula indutora está presente, ela liga-se ao repressor e altera a con- 
formação deste de forma que ele não se ligue mais ao operador. Quan- 
do isso ocorre, a RNA-pol pode iniciar a transcrição. Um dos exemplos 
mais bem compreendidos é o óperon da lactose (lac-óperon), que pode 
ser acionado na E. coli e que ilustra tanto aspectos positivos quanto ne- 
gativos da regulação (Fig. 33.4). 


O óperon da lactose 


O lac-óperon contêm os genes que codificam três proteínas envolvidas 
no catabolismo do dissacarídeo lactose: o gene lacZ codifica a B-galac- 
tosidase, que hidrolisa a lactose, produzindo galactose e glicose; o gene 
lacY codifica uma permease, que facilita a entrada da lactose na célula; e 
o gene lacA codifica a tiogalactosídeo-transacetilase, que acetila lactose. 
(Nota: a função fisiológica dessa acetilação não é conhecida.) Essas pro- 
teínas são todas produzidas em seu nível máximo quando a lactose está 
disponível para a célula e a glicose não está. (Nota: as bactérias utilizam 
a glicose como combustível, se esta estiver disponível, em detrimento 
de todos os outros açúcares.) A porção reguladora do óperon localiza-se 
a montante (anteriormente na sequência) dos três genes estruturais e 
consiste na região promotora, onde se liga a RNA-pol, e dois sítios adi- 
cionais, o sítio operador (O) e o sítio de proteína CAP (do inglês catabo- 
lite activator protein — proteína ativadora de catabólitos), onde se ligam 
proteínas reguladoras. Os genes lacZ, lacY e lacA são maximamente ex- 
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Embora o repressor esteja inativo, o sítio da CAP 
está vazio, de modo que a RNA-polimerase não 
consegue iniciar eficientemente a transcrição. 
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O óperon da lactose na Escherichia coli na presença de A. apenas glicose, B. apenas lactose e C. ambos os açúcares. 
*(Nota: mesmo quando o óperon é desligado, o repressor dissocia-se transitoriamente do operador em uma taxa 
reduzida, permitindo um nível muito baixo de expressão. A síntese de umas poucas moléculas de permease [e de 
B-galactosidase] permite que o organismo responda rapidamente caso a glicose não estiver mais disponível.) 

CAP = proteina ativadora de catabólitos; AMPc = monofosfato cíclico de adenosina; RNAm = RNA mensageiro. 
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Figura 33.5 
Motivo hélice-volta-hélice da proteína 
lac-repressora. 


A sequência de 
aminoácidos forma 
uma volta 


pressos apenas quando o sítio O não está ligado pelo repressor e o sítio 
CAP está ligado por um complexo de monofosfato cíclico de adenosina 
(AMPc; ver pág. 94) e proteína CAP, algumas vezes denominada proteina 
reguladora do AMPc (CRP, do inglês cAMP regulatory protein). Um gene 
regulador, o gene lacl, codifica a proteína repressora (um fator de ação 
trans), que se liga ao sítio O com alta afinidade. (Nota: o gene /acl tem 
seu próprio promotor e não faz parte do lac-óperon.) 


1. Quando somente a glicose está disponível. Nesse caso, o lac- 
-Óperon é reprimido (“desligado”). A repressão é mediada pela liga- 
ção da proteína repressora, via um motivo hélice-volta-hélice (Fig. 
33.5), ao sítio operador a jusante (posteriormente) à região promo- 
tora (ver Fig 33.44). A ligação do repressor interfere com a ligação 
da RNA-pol ao promotor e inibe a transcrição dos genes estruturais. 
Esse é um exemplo de regulação negativa. 


2. Quando somente a lactose está disponível. Nesse caso, o lac- 
-Óperon é induzido (maximamente expresso ou acionado). Uma pe- 
quena quantidade de lactose é convertida em um isômero, a alolac- 
tose. Esse composto é um indutor que se liga à proteína repressora, 
alterando a conformação desta de forma que ela não mais é capaz 
de se ligar ao operador. Como não há disponibilidade de glicose, a 
adenilato-ciclase está ativa, e AMPc é produzido e se liga à proteína 
CAP. O complexo AMPc-CAP de ação trans liga-se ao sítio de liga- 
ção da CAP, permitindo que a RNA-pol inicie efetivamente a trans- 
crição no sítio do promotor (ver Fig. 33.4B). Esse é um exemplo 
de regulação positiva. O transcrito é uma única molécula de RNAm 
policistrônico, codificando todas as três enzimas, com os três con- 
juntos de códons de início e término. A tradução do RNAm produz 
as três proteínas que permitem o uso da lactose na produção de 
energia pela célula. (Nota: ao contrário dos genes induzíveis lacZ, 
lacY e lacA, cuja expressão é regulada, o gene lacl é constitutivo. 
Seu produto gênico, a proteína repressora, é sempre produzido e 
está ativo, a menos que o indutor esteja presente.) 


3. Quando tanto a glicose quanto a lactose estão presentes. Nesse 
caso, a transcrição do lac-óperon não é induzida e é insignificante, 
mesmo se a lactose estiver presente em altas concentrações. Uma 
vez que a adenilato-ciclase está inibida na presença de glicose — pro- 
cesso conhecido como repressão por catabólito -, o complexo AMPc- 
-CAP não pode se formar, e o sítio de ligação da CAP permanece va- 
zio. A RNA-polimerase é, dessa forma, incapaz de iniciar efetivamente 
a transcrição, mesmo que o repressor não esteja ligado no sítio O. 
Consequentemente, os três genes estruturais do óperon são expres- 
sos apenas em um nível muito baixo (basal; ver Fig. 33.40). (Nota: a 
indução causa um aumento de 50 vezes sobre a expressão basal.) 


D. O óperon do triptofano 


O óperon do triptofano (Trp) contém cinco genes estruturais que codifi- 
cam enzimas necessárias para a síntese do aminoácido triptofano. Assim 
como no caso do lac-óperon, o óperon do triptofano está sujeito a con- 
trole negativo. O controle negativo desse óperon, contudo, inclui a liga- 
ção do próprio triptofano à proteína repressora, o que facilita a ligação 
do repressor ao operador. Assim, o Trp é um correpressor. Entretanto, a 
repressão pelo Trp nem sempre é completa e, assim, ao contrário do que 
ocorre com o lac-óperon, o óperon do triptofano é regulado também por 
um processo conhecido como atenuação. Com a atenuação, a transcri- 
ção é iniciada, mas é encerrada bem antes de se completar (Fig. 33.6). Se 
há uma boa quantidade de Trp, aquela transcrição iniciada, que escapou 
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Figura 33.6 
Atenuação da transcrição do trp-óperon quando há boas quantidades de triptofano disponíveis. 
RNAm = RNA mensageiro. 


ao controle da repressão pelo Trp, é atenuada (encerrada) pela forma- 
ção de um atenuador, uma estrutura em grampo no RNAm, semelhante 
àquela vista na terminação independente de rho (p) (ver pág. 437). (Nota: 
em procariotos, a transcrição e a tradução são processos temporalmente 
acoplados [ver pág. 454], de modo que a atenuação também resulta na 
formação de um produto peptídico truncado e não funcional, que é rapi- 
damente degradado.) Se existe pouco Trp, o óperon é expresso. A extre- 
midade 5' do RNAm contém dois códons adjacentes para o Trp. Quando 
faltar Trp, os ribossomos permanecem ligados a esses códons, cobrindo 
regiões do RNAm necessárias para a formação do grampo de atenuação. 
Isso impede a atenuação e permite que a transcrição continue. 





A atenuação transcricional pode ocorrer em procariotos, pois a tradução 
de um RNAm começa antes de sua síntese completar-se. Isso não ocor- 
re em eucariotos, pois a presença do núcleo delimitado pela membrana 
nuclear separa, espacial e temporalmente, a transcrição da tradução. 





E. Coordenação da transcrição e da tradução 


Embora a regulação transcricional da produção de RNAm seja o princi- 
pal controle da expressão gênica em bactérias, a regulação da síntese 
do RNA ribossomal (RNAr) e de proteínas também ocorre e desempenha 
importante papel na capacidade do microrganismo em adaptar-se ao 
estresse ambiental. 


1. Resposta estringente. A E. coli possui sete óperons que sinteti- 
zam o RNAr necessário para a produção dos ribossomos; cada um 
desses óperons é regulado em resposta a mudanças nas condições 
ambientais. A regulação em resposta à falta de aminoácidos é co- 
nhecida como resposta estringente. A ligação de um RNA transpor- 
tador (RNAt) desprovido de carga (sem aminoácido) ao sítio A de um 
ribossomo (ver pág. 452) dispara uma série de eventos que levam à 
produção de uma molécula alarmona, o tetrafosfato de guanosina 
(ppGpp). A síntese desse derivado do difosfato de guanosina (GDP, 
do inglês guanosine diphosphate), fosforilado de forma incomum, é 
catalisada pelo fator estringente (RelA), enzima associada fisicamente 
aos ribossomos. Níveis elevados de ppGpp resultam na inibição da 
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Figura 33.7 

Regulação da transcrição pela 
resposta estringente à falta de 
aminoácidos. S = unidade Svedberg. 
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Figura 33.8 

Regulação da tradução por excesso 
de proteínas ribossomais. 

RNAm = RNA mensageiro; 

RNAr = RNA ribossomal. 


síntese de RNAr (Fig. 33.7). (Nota: além da síntese de RNAr, também 
são inibidas as sínteses de RNAt e de algum RNAm [p. ex., o RNAm 
de proteínas ribossomais]. A síntese de RNAm para enzimas neces- 
sárias em vias de síntese de aminoácidos, contudo, não é inibida. 
O ppGpp liga-se à RNA-pol e altera a seleção do promotor por meio 
do uso de diferentes fatores sigma para a polimerase [ver pág. 435].) 


2. Proteínas ribossomais reguladoras. Os óperons para proteinas 
ribossomais (proteinas-r) podem ser inibidos pelo excesso de seus 
próprios produtos proteicos. Para cada óperon, uma proteína-r es- 
pecífica funciona na repressão da tradução do RNAm policistrônico 
daquele óperon (Fig. 33.8). Isso ocorre pela ligação da proteína-r à se- 
quência de Shine-Dalgarno (SD), localizada no RNAm, imediatamente 
anterior (a montante) ao primeiro códon de iniciação AUG (ver pág. 
448), de forma que a proteína atua como impedimento físico à ligação 
da subunidade menor do ribossomo à sequência SD. Uma proteina-r, 
desse modo, inibe a síntese de todas as proteinas-r do óperon. A 
mesma proteína-r liga-se ao RNAr, com afinidade maior do que a li- 
gação ao RNAm. Se a concentração de RNAr diminui, a proteína-r 
torna-se disponível para ligar-se ao seu próprio RNAm e inibir sua tra- 
dução. Essa regulação coordenada mantém a síntese das proteínas-r 
em equilíbrio com a transcrição do RNAr, de modo que todos estejam 
em quantidades apropriadas para a formação dos ribossomos. 


IV. REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO 
GENICA NOS EUCARIOTOS 





O alto grau de complexidade dos genomas eucarióticos, assim como a pre- 
sença de membrana nuclear, implica na necessidade de um amplo espectro de 
processos reguladores. Assim como no caso dos procariotos, a transcrição é 
o principal sítio de regulação. Novamente, observa-se o tema de moléculas de 
ação trans ligando-se a elementos de ação cis. Óperons, porém, não ocorrem 
nos eucariotos, que devem contar com estratégias alternativas para solucionar 
o problema de como regular de forma coordenada todos os genes necessários 
para uma resposta específica. Nos eucariotos, a expressão gênica é também 
regulada em múltiplos níveis, além da transcrição. Por exemplo, as principais 
formas de regulação pós-transcricional no nível do RNAm estão no corte-jun- 
ção alternativo e na poliadenilação do RNAm, o controle da estabilidade do 
RNAn e o controle da eficiência da tradução. Regulação adicional, no nível 
das proteínas, ocorre por meio de mecanismos que modulam a estabilidade, o 
processamento ou o direcionamento da proteína para seu sítio de ação. 


A. Regulação coordenada 


A necessidade de regular de forma coordenada um grupo de genes para 
afetar uma determinada resposta é de importância fundamental em orga- 
nismos com mais de um cromossomo. Existe um tema que se repete: uma 
proteína de ação trans funciona como um fator de transcrição especifico 
e se liga a uma sequência regulatória consenso de ação cis (ver pág. 415) 
em cada um dos genes do grupo regulado, mesmo que esses genes es- 
tejam em cromossomos diferentes. (Nota: esse fator específico de trans- 
crição tem um domínio de ligação ao DNA [DBD, do inglês DNA-binding 
domain] e um domínio de ativação da transcrição [TAD, do inglês trans- 
cription activation domain]. O TAD recruta coativadores, como as histona- 
-acetiltransferases [ver pág. 438], e fatores de transcrição gerais [ver pág. 
439] que, juntamente com a RNA-pol, são necessários para a formação do 
complexo de iniciação da transcrição no promotor. Embora os TADs recru- 
tem uma variedade de proteínas, o efeito específico de qualquer uma de- 
las depende da composição de proteínas do complexo. Isso é conhecido 
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como controle combinatório.) São exemplos de regulação coordenada em 
eucariotos o circuito da galactose e o sistema de resposta a hormônios. 


1. Circuito da galactose. Esse esquema de regulação permite a 
utilização de galactose quando não houver glicose disponível. Em 
leveduras, que são organismos unicelulares, os genes necessários 
para a metabolização da galactose estão em cromossomos distin- 
tos. A expressão coordenada desse conjunto de genes é mediada 
pela proteína Gal4 (Gal = galactose), um fator de transcrição es- 
pecífico que se liga a uma sequência reguladora curta no DNA, a 
montante de cada um dos genes. Essa sequência é chamada se- 
quência Gal ativadora a montante (UASga» do inglês upstream ac- 
tivating sequence Gal). A ligação de Gal4 à UASṣ. dá-se por meio 
de dedos-de-zinco em seu domínio de ligação ao DNA, e ocorre na 
presença ou na ausência de galactose. Quando não houver galac- 
tose, a proteína reguladora Gal80 liga-se à Gal4 em seu TAD, inibin- 
do a transcrição gênica (Fig. 33.94). A galactose, quando presente, 
ativa a proteína Gal3, que se liga à Gal80, de modo a permitir que 
Gal4 ative a transcrição (Fig. 33.9B). (Nota: a glicose previne o uso 
de galactose, pois inibe a expressão da proteína Gal4.) 


2. Sistema de resposta a hormônios. Elementos de resposta a hor- 
mônios (ERH) são sequências de DNA de ação cis que se ligam a 
fatores proteicos de ação trans e regulam a expressão gênica em 
resposta a sinais hormonais em organismos multicelulares. Os hor- 
mônios se ligam a receptores (nucleares) intracelulares (p. ex., hor- 
mônios esteroides; ver pág. 240) ou receptores de superfície celular 
(p. ex., o hormônio peptídico glucagon; ver pág. 314). 


a. Receptores intracelulares. Os membros da superfamília de 
receptores nucleares funcionam como fatores de transcrição 
específicos. Aqui estão incluídos os receptores de hormônios 


C) - caactose Circuito desligado 


O domínio de ativação da transcrição da GAL4 está 
bloqueado por Gal80. 






















PIRIRINIRIRONRIRIRIRIRIRYRIRIRIRYRIRIRIRIRIRIRIRIRIR 
UAS, Promotor Gene-alvo 


Dedo-de-zinco 
+Galactose Circuito acionado 


O domínio de ativação da transcrição da GAL4 pode 
recrutar proteínas necessárias para iniciar a transcrição. 
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Figura 33.9 

Regulação do circuito da galactose (gal) em leveduras em (A) ausência e (B) 
presença de galactose. (Nota: genes-alvo, estejam no mesmo cromossomo 
ou em diferentes cromossomos, apresentam cada um deles uma sequência 
ativadora a montante para a galactose [UAS,,).) TAD = domínio de ativação 
da transcrição; DBD = domínio de ligação ao DNA; RNAm = RNA mensageiro. 
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esteroides (glicocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos e 
estrogênios), de vitamina D, ácido retinoico e de hormônios da 
tireoide. Além dos domínios de ligação ao DNA e de ativação 
da transcrição, esses receptores também contêm um domínio 
para a ligação do ligante. Por exemplo, o hormônio esteroidal 
cortisol (um glicocorticoide) liga-se a receptores intracelulares 
no domínio de ligação ao ligante (Fig. 33.10). A ligação provoca 
uma alteração conformacional no receptor, de modo a ativá-lo. 
O complexo receptor-ligante entra no núcleo, dimeriza e liga-se 
via motivo dedo-de-zinco ao DNA, em um elemento regulador 
de ação cis, o elemento de resposta a glicocorticoides (ERG) 
— um exemplo de ERH. A ligação permite o recrutamento de 
coativadores para o domínio de ativação da transcrição, resul- 
tando na expressão de genes responsivos ao cortisol, cada um 
deles sob o controle de seu próprio ERG. A ligação do comple- 
xo hormônio-receptor ao ERG permite a expressão coordenada 
de um grupo de genes-alvo, mesmo quando esses genes estão 
localizados em cromossomos diferentes. O ERG pode estar lo- 
calizado em sequências anteriores (a montante) ou posteriores 
(a jusante) ao gene que regula, e pode funcionar mesmo a gran- 
des distâncias desses genes. O ERG pode, então, atuar como 
um real estimulador (ou acentuador; ver pág. 440). (Nota: se 
estiverem associados a repressores, os complexos hormônio- 
-receptor inibem a transcrição.) 


Receptores de superfície celular. Os receptores da superfície 
celular incluem os receptores para insulina, adrenalina e gluca- 
gon. O glucagon, por exemplo, é um hormônio peptídico que se 
liga a um receptor acoplado à proteína G na membrana plasmá- 
tica, em células que respondem ao glucagon. Esse sinal extra- 
celular é, então, transduzido em AMPc intracelular, um segundo 
mensageiro (Fig. 33.11; ver também Fig. 8.7, pág. 95) que pode 
afetar a expressão de proteínas (e sua atividade) via fosforilação 
mediada pela proteina-cinase A. Em resposta a um aumento no 
AMPc, um fator de ação trans (proteína ligante ao elemento de 
resposta ao AMPc [CREB, do inglês cAMP response element- 
-binding protein) é fosforilado e ativado. A CREB ativada liga-se, 
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Figura 33.10 
Regulação da transcrição por receptores intracelulares para hormônios esteroides. ERG = elemento de resposta 


a glicocorticoide; RG = receptor glicocorticoide. 
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via zíper de leucina, a um elemento regulatório de ação cis, o 
elemento de resposta ao AMPc (CRE, do inglês cAMP response 
element), resultando na transcrição de genes-alvo que tenham 
um CRE em seus promotores. (Nota: os genes para fosfoenol- 
piruvato-carboxicinase e glicose-6-fosfatase, enzimas-chave da 
gliconeogênese [ver pág. 122], são exemplos de genes cuja ex- 
pressão é estimulada pelo sistema AMPc/CRE/CREB.) 


B. Processamento e utilização do RNA mensageiro 


O RNAm eucariótico sofre diversas modificações antes de ser exportado 
do núcleo ao citoplasma para ser utilizado na síntese proteica. A adição 
do quepe na extremidade 5' (ver pág. 441), a poliadenilação na extre- 
midade 3' (ver pág. 442) e o corte-junção (ver pág. 442) são processos 
essenciais para a produção de um mensageiro eucariótico funcional na 
maioria dos pré-RNAm. Variações no processo de corte-junção e na po- 
liadenilação podem afetar a expressão gênica. Além disso, a estabilida- 
de do mensageiro também afeta a expressão gênica. 


1. Corte-junção alternativo. Isoformas proteicas com especificida- 
de tecidual podem ser produzidas a partir do mesmo pré-RNAm, 
por meio do processo de corte-junção alternativo, que pode envol- 
ver perda de éxons, retenção de introns e uso de sítios alternativos 
de corte e junção (Fig. 33.12). Por exemplo, o pré-RNAm para a 
tropomiosina (TM) sofre processos diferenciais de corte-junção, for- 
necendo diversas isoformas de TM com especificidade tecidual (ver 
pág. 443). (Nota: mais de 90% de todos os genes humanos sofrem 
corte-junção alternativo.) 


2. Poliadenilação alternativa. Alguns pré-RNAm transcritos apre- 
sentam mais de um sítio de clivagem e poliadenilação. A poliade- 
nilação alternativa produz RNAm com diferentes extremidades 3”, 
com alteração na região não traduzida ou na sequência codificado- 
ra (traduzida). (Nota: a poliadenilação alternativa está envolvida na 
produção das formas secretada e ligada à membrana das imunoglo- 
bulinas M.) 





A utilização de sítios de poliadenilação e de corte-junção alternativos, 
assim como de sítios alternativos de início da transcrição, explica, pelo 
menos em parte, como os cerca de 20.000 a 25.000 genes no genoma 
humano podem originar bem mais de 100.000 proteínas. 
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Figura 33.11 

Regulação da transcrição por 
receptores localizados na membrana 
plasmática. (Nota: o monofosfato 
cíclico de adenosina [AMPc] ativa 

a proteina-cinase A, que fosforila 

a proteína ligante ao elemento de 
resposta ao AMPc [CREB].) 

CRE = elemento de resposta ao AMPc. 
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Figura 33.12 


O mecanismo de corte-junção alternativo com especificidade tecidual produz diferentes proteínas, ou isoformas, 


a partir de um único gene. RNAm = RNA mensageiro. 
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Figura 33.13 

A edição do pré-RNAm da 
apolipoproteína (apo) B no intestino 
e a produção da proteína apo 

B-48, necessária para a síntese de 
quilomicra. Gln = glutamina; 

RNAm = RNA mensageiro; 

A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; U = uracila. 


Edição do RNA mensageiro. Mesmo após ter sido completamente 
processado, o RNAm pode sofrer modificações pós-transcricionais 
adicionais, nas quais uma de suas bases é alterada. Isso é conhecido 
como edição do RNA. Um exemplo importante, nos humanos, ocorre 
com o transcrito da apolipoproteína (apo) B — proteína essencial com- 
ponente das lipoproteínas quilomicra (ver pág. 228) e lipoproteínas de 
densidade muito baixa (VLDL, do inglês very-low-density lipoproteins; 
ver pág. 230). O RNAm da apo B é produzido no fígado e no intestino 
delgado. Contudo, apenas no intestino ocorre uma modificação em 
que uma base citosina (C) em um códon CAA para a glutamina é 
desaminada enzimaticamente, produzindo uracila (U), mudando en- 
tão este códon para um códon sem sentido (de término) UAA, como 
mostrado na Figura 33.13. Isso resulta na produção, no intestino, de 
uma proteína mais curta (apo B-48, representando 48% da mensa- 
gem) em relação àquela produzida no fígado (apo B-100, com toda a 
mensagem, que é incorporada nas VLDL). A apo B-48 produzida no 
intestino é incorporada aos quilomicra. 


Estabilidade do RNA mensageiro. O tempo que um RNAm per- 
manece no citosol antes de ser degradado influencia a quantida- 
de de produto proteico que pode ser sintetizada a partir daquele 
mensageiro. A regulação do metabolismo do ferro e o processo de 
silenciamento gênico do RNA de interferência (RNAi) fornecem bons 
exemplos da importância da estabilidade do RNAm na regulação da 
expressão gênica. 


a. Metabolismo do ferro. A transferrina (Tf) é uma proteína 
plasmática que transporta o ferro. Ela se liga a receptores na 
superfície da célula (receptores de transferrina ou TfR), que são 
internalizados, assim fornecendo ferro às células-alvo, como os 
eritroblastos. O RNAm para o TfR apresenta diversos elemen- 
tos de resposta ao ferro (ERF) de ação cis em sua extremida- 
de 3'. Os ERF apresentam uma curta estrutura em alça à qual 
podem se ligar proteínas regulatórias do ferro (PRF) de ação 
trans, como mostrado na Figura 33.14. Quando a concentração 
de ferro na célula está baixa, as PRFs ligam-se aos 3'-ERFs e 
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Figura 33.14 


Regulação da síntese do receptor de transferrina (TfR). (Nota: elementos de resposta ao ferro [ERF] estão localizados 
na região não traduzida próxima à extremidade 3' do RNA mensageiro [RNAm] do TfR.) 7-CH,-G = quepe 


7-metilguanosina; (A), = cauda poliadenilada. 
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estabilizam o RNAm para os TfRs, permitindo a síntese de TfR. 
Quando os níveis intracelulares de ferro estão altos, as PRFs 
se dissociam. A ausência de PRFs ligadas ao RNAm acelera 
sua degradação, resultando em menor síntese de TfRs. (Nota: o 
RNAm da ferritina, uma proteina intracelular de armazenamento 
de ferro, tem um único ERF em sua porção 5' não traduzida. 
Quando os níveis de ferro na célula estão baixos, PRFs ligam- 
-se a esse 5'-ERF e impedem o uso do RNAm, de modo que 
menor quantidade de ferritina é produzida. Quando o ferro se 
acumula na célula, as PRFs se dissociam, permitindo a síntese 
de ferritina para armazenar o excesso de ferro. A aminolevulina- 
to-sintase 2, a enzima regulatória na síntese do heme [ver pág. 
278] nos eritroblastos, também contém um 5'-ERF.) (Ver Cap. 
29 para uma discussão acerca do metabolismo do ferro.) 


RNA de interferência. O RNA de interferência ou RNAi é 
um mecanismo de silenciamento gênico pela redução na ex- 
pressão do RNAm, seja pela repressão da tradução ou pelo 
aumento da degradação. Esse mecanismo exerce um papel 
fundamental em processos como a proliferação celular, a dife- 
renciação celular e a apoptose. É mediado por pequenos RNA 
não codificantes (com aproximadamente 22 nucleotídeos), 
chamados microRNA (miRNA). Os miRNA são derivados de 
transcritos nucleares mais longos, codificados no genoma, os 
miRNA primários (pri-miRNA), os quais são parcialmente pro- 
cessados no núcleo para pré-miRNA por uma endonuclease 
(Drosha), e, então, são transportados para o citoplasma. Ali, 
uma endonuclease (Dicer) completa o processamento, gerando 
miRNA curtos, com fita dupla. Uma única fita (a fita guia ou 
antissenso) do miRNA associa-se a um complexo proteico no 
citosol, o complexo silenciador induzido por RNA (RISC, do in- 
glês RNA-induced silencing complex). A fita-guia, componente 
do RISC, então hibridiza com uma sequência complementar na 
porção 3' não codificante de um RNAm-alvo completo, trazen- 
do o RISC para o RNAm. Isso pode resultar na repressão da 
tradução do RNAm ou em sua degradação por uma endonucle- 
ase (“Fatiadora” ou Argonauta/Ago/Slicer) do RISC. A extensão 
da complementaridade parece ser um fator determinante (Fig. 
33.15). O processo RNAi também pode ser desencadeado pela 
introdução na célula de pequenos RNA de interferência (siRNA, 
do inglês short interfering RNA) de fita dupla exógenos, um pro- 
cesso com enorme potencial terapêutico. 


1) Terapêutica com base em RNA de interferência. O 
primeiro teste clínico utilizando terapia baseada em RNAi 
envolveu a forma neovascular da degeneração macular re- 
lacionada à idade (DMRI), causada pela superprodução do 
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), levan- 
do à gênese de excesso de vasos sanguíneos na porção 
posterior da retina. Os vasos podem sangrar, nublando e, 
com frequência, destruindo completamente a visão; desse 
modo, a DMRI neovascular é chamada também de dege- 
neração macular do tipo “úmido”. Um siRNA foi desenha- 
do tendo como alvo o RNAm do VEGF, para promover sua 
degradação. Embora esforços e recursos consideráveis 
tenham sido despendidos no desenvolvimento de terapêu- 
ticas baseadas em RNAi, especialmente para o tratamento 
do câncer, os testes não resultaram em produtos capazes 
de chegar ao mercado. As aplicações do RNAi em pesqui- 
sa, por outro lado, têm crescido rapidamente. 
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Figura 33.15 

Biogênese e ações do microRNA 
(miRNA). (Nota: o grau de 
complementaridade entre o RNA 
mensageiro (RNAm) alvo e o 
miRNA determina o desfecho final, 
com perfeita complementaridade 
resultando em degradação do 
RNAm.) Pri = primário; 

RISC = complexo silenciador induzido 
por RNA. 
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Figura 33.16 

Regulação do início da tradução em 
eucariotos pela fosforilação do fator 
de iniciação da tradução eucariótico 
elF-2. RER = retículo endoplasmático 
rugoso; ADP = difosfato de 
adenosina; P, = fosfato inorgânico; 
(P) = fosfato. 
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Figura 33.17 

A metilação da citosina no 

DNA eucariótico. 

SAM = S-adenosilmetionina; 
SAH = S-adenosil-homocisteína. 





c. 


Tradução do RNA mensageiro. A regulação da expressão gênica 
pode também acontecer no nível da tradução. Um desses mecanis- 
mos de regulação é a fosforilação do fator de iniciação da tradução 
em eucariotos, o elF-2 (Fig. 33.16). A fosforilação do elF-2 inibe sua 
função e, desse modo, inibe a tradução no passo de iniciação (ver 
pág. 459). (Nota: a fosforilação do elF-2 impede sua reativação, ini- 
bindo a troca GDP-GTP) A fosforilação é catalisada por cinases ativa- 
das em resposta a condições ambientais, como falta de aminoácidos, 
deficiência do núcleo heme em eritroblastos, presença de RNA fita 
dupla (sinalizando infecção viral) e acúmulo de proteínas dobradas de 
forma incorreta no retículo endoplasmático rugoso (ver pág. 460). 


Regulação por variações no DNA 


A expressão gênica em eucariotos é influenciada também pela disponi- 
bilidade de DNA para o aparato de transcrição, pela quantidade de DNA 
e pelo arranjo do DNA. (Nota: transições localizadas entre as formas B 
e Z do DNA [ver pág. 414] também podem afetar a transcrição gênica.) 


1. 


Acesso ao DNA. Em eucariotos, o DNA é encontrado associado 
a histonas e a outras proteínas para formar a cromatina (ver pág. 
425). A cromatina transcricionalmente ativa, não condensada (eu- 
cromatina), difere da forma mais condensada e inativa (heterocro- 
matina) em diferentes aspectos. A cromatina ativa contém histonas 
que foram covalentemente modificadas por processos reversíveis de 
metilação, acetilação ou fosforilação em suas extremidades amino 
(ver pág. 438 para uma discussão sobre a acetilação/desacetilação 
de histonas pelas enzimas histona-acetiltransferase e histona-desa- 
cetilase). Tais modificações diminuem as cargas positivas caracterís- 
ticas dessas proteínas básicas. Desse modo, diminuem a força de 
sua associação com o DNA, carregado negativamente. Isso torna o 
nucleossomo mais relaxado (ver pág. 425), permitindo que os fatores 
de transcrição tenham acesso a regiões específicas do DNA. Os nu- 
cleossomos também podem ser reposicionados, um processo que 
requer ATP e que é parte do remodelamento da cromatina. Uma se- 
gunda diferença entre cromatinas transcricionalmente ativas e inati- 
vas é a extensão da metilação de bases citosina em regiões ricas em 
CG (ilhas CpG) na região promotora de muitos genes. A metilação 
ocorre por metiltransferases que utilizam S-adenosilmetionina como 
doador de metila (Fig. 33.17). Genes transcricionalmente ativos são 
menos metilados (hipometilados) que seus equivalentes inativos, su- 
gerindo que a hipermetilação do DNA silencie a expressão gênica. 
A modificação de histonas e a metilação do DNA são fenômenos 
epigenéticos, no sentido de que são mudanças herdáveis no DNA 
que alteram a expressão gênica sem alterar a sequência de bases. 


Quantidade de DNA. Uma alteração, para mais ou para menos, no 
número de cópias de um gene pode afetar a quantidade de produto 
resultante desse gene. O aumento no número de cópias (amplifica- 
ção gênica) tem contribuído para aumentar a complexidade genômi- 
ca e é um processo normal durante o desenvolvimento de algumas 
espécies de não mamíferos. Contudo, em células de mamíferos, a 
amplificação gênica é observada em algumas doenças e em res- 
posta a determinados fármacos usados em quimioterapia, como o 
metotrexato, inibidor da enzima di-hidrofolato-redutase (DHFR), ne- 
cessária para a síntese de timidina trifosfato (TTP), na via biossintéti- 
ca das pirimidinas (ver pág. 303). O TTP é essencial para a síntese de 
DNA. A amplificação gênica resulta no aumento do número de genes 
para DHFR e na resistência ao fármaco, permitindo a síntese de TTP. 
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Figura 33.18 
O rearranjo do DNA na produção de imunoglobulinas. V= variável; D = diversidade; J = junção. 


3. Arranjo do DNA. O processo pelo qual são produzidas as imu- 
noglobulinas (ou anticorpos) pelos linfócitos B envolve rearranjos 
permanentes do DNA nessas células. As imunoglobulinas (p. ex., 
IgG) consistem em duas cadeias leves e duas cadeias pesadas. 
Cada cadeia contém regiões de sequências variáveis de aminoá- 
cidos e regiões de sequências constantes. A região variável é o 
resultado da recombinação somática de segmentos dentro dos 
genes, tanto da cadeia leve quanto da cadeia pesada. Durante o 
desenvolvimento dos linfócitos B, segmentos gênicos de variabi- 
lidade (V), de diversidade (D) e de junção (J) são unidos por re- 
arranjo gênico, formando uma região variável única (Fig. 33.18). 
Esse processo permite a geração de 10º a 10" imunoglobulinas 
diferentes a partir de um único gene, fornecendo a diversidade ne- 
cessária para o reconhecimento de um número enorme de antíge- 
nos. (Nota: rearranjos patológicos do DNA são observados com a 
translocação, um processo pelo qual dois cromossomos diferen- 
tes trocam segmentos de DNA.) 


4. Elementos móveis do DNA. Transpósons (Tn) são segmentos 
móveis do DNA, que se movem de forma essencialmente casual de 
um sítio a outro, no mesmo cromossomo ou em cromossomos dife- 
rentes. O movimento é mediado pela transposase, enzima codifica- 
da pelo próprio Tn. O movimento pode ser direto, quando a transpo- 
sase corta e insere o Tn em um novo sítio, ou replicativo, quando o 
transpóson é copiado, e a cópia é inserida em outro sítio, enquanto 
a original permanece no lugar. Nos eucariotos, incluindo os huma- 
nos, a transposição replicativa frequentemente envolve um RNA in- 
termediário, produzido por uma transcriptase reversa (ver pág. 424), 
em cujo caso o Tn é denominado retrotranspóson. A transposição 
contribuiu para variações estruturais no genoma, mas tem o poten- 
cial de alterar a expressão gênica e até mesmo de causar doenças. 
Os Tn perfazem aproximadamente 50% do genoma humano, com 
os retrotranspósons perfazendo 90% dos Tn. Embora a grande 
maioria desses retrotranspósons tenha perdido a capacidade de se 
mover, uma pequena porcentagem ainda está ativa. Acredita-se que 
essa transposição seja a base de alguns casos raros de hemofilia A 
e da distrofia muscular de Duchenne. (Nota: o problema cada vez 
mais crescente de bactérias resistentes a antibióticos é consequên- 
cia, pelo menos em parte, da troca de plasmídeos entre células bac- 
terianas. Se os plasmídeos contêm transpósons carregando genes 
de resistência a antibióticos, a bactéria que recebe um deles ganha 
resistência a um ou mais antimicrobianos.) 
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A expressão gênica resulta em um produto gênico funcional (seja RNA ou proteina) pelos processos de transcrição e tradu- 
ção (Fig. 33.19). Os genes podem ser constitutivos (sempre são expressos, também referidos como genes “mantenedores 
da casa”) ou regulados (expressam-se apenas sob certas condições em todas as células ou em um conjunto de células). A 
capacidade de induzir (regulação positiva) ou reprimir (regulação negativa) a expressão gênica é essencial para todos os 
organismos. A regulação da expressão gênica ocorre principalmente no nível da transcrição, tanto em procariotos quanto em 
eucariotos; é mediada pela ligação de proteínas de ação trans a elementos reguladores de ação cis no DNA. Em eucariotos, 
a regulação também ocorre por meio de modificações do DNA e por processamento pós-transcricional e pós-traducional. 
Nos procariotos, como na Escherichia coli, a regulação coordenada de genes cujos produtos proteicos são necessários para 
determinada via metabólica é realizada por meio de óperons (grupos de genes arranjados sequencialmente no cromossomo, 
junto a elementos reguladores que determinam sua transcrição). O lac-óperon contém os genes estruturais Z, Y e A, cujos 
produtos proteicos são necessários para o catabolismo da lactose. Ele está sujeito tanto a regulação negativa quanto positiva. 
Quando a glicose estiver disponível, o óperon será reprimido pela ligação da proteína repressora (produto do gene lacl) ao 
operador, impedindo a transcrição. Quando apenas a lactose estiver presente, o óperon será induzido por um isômero da 
lactose (alolactose), que se liga à proteína repressora, impedindo que esta se ligue ao operador. Além disso, o monofosfato 
cíclico de adenosina (AMP) liga-se à proteína ativadora de catabólitos (CAP, do inglês catabolite activator protein), e o com- 
plexo liga-se ao DNA no sítio CAP. Isso aumenta a eficiência do promotor e resulta na expressão dos genes estruturais pela 
produção de um RNA mensageiro (RNAm) policistrônico. Na presença tanto de glicose quanto de lactose, a glicose impede a 
formação do AMPc, e a transcrição desses genes é mínima. O trp-óperon contém genes necessários para a síntese de triptofa- 
no (Trp) e, assim como o lac-óperon, apresenta controle negativo. Ao contrário do lac-óperon, o trp-óperon também é regulado 
por atenuação, em que a síntese do RNAm que escapou à repressão pelo Trp é encerrada antes de completar-se. A transcrição 
de RNA ribossomal e RNA transportador é inibida seletivamente nos procariotos por meio da resposta estringente à falta de 
aminoácidos. A tradução é também um sítio de regulação gênica em procariotos. Proteinas ribossomais, quando em excesso, 
ligam-se à sequência de Shine-Dalgarno em seus próprios RNAm policistrônicos, impedindo a ligação de ribossomos. A 
regulação gênica é mais complexa em eucariotos. Os óperons não estão presentes, mas a regulação coordenada da transcri- 
ção de genes localizados em diferentes cromossomos pode ser alcançada por meio da ligação de proteínas de ação trans a 
elementos de ação cis, como observado no circuito da galactose, em fungos unicelulares. Em organismos multicelulares, os 
hormônios podem exercer uma regulação coordenada, seja por ligação do complexo hormônio-receptor ao DNA (como no 
caso dos hormônios esteroides) ou por ligação de uma proteína ativada em resposta a um segundo mensageiro (como no caso 
do glucagon). Em ambos os casos, a ligação ao DNA é mediada por motivos estruturais, como os dedos-de-zinco. A regulação 
cotranscricional e pós-transcricional é observada também em eucariotos e inclui: corte-junção alternativo do RNAm, po- 
liadenilação alternativa, edição do RNAm e variações na estabilidade do RNAm, como se observa na síntese do receptor da 
transferrina e com o RNA de interferência. A regulação no nível da tradução pode ser obtida pela fosforilação (inibição) do 
fator de iniciação-2 eucariótico. A expressão gênica em eucariotos é também influenciada pela acessibilidade do DNA para 
o aparato transcricional (como no caso de alterações epigenéticas de histonas), a quantidade de DNA e o arranjo do DNA. 
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Questões para estudo 





Resposta correta = A. Na ausência de glicose, a adenilato-ciclase 


Escolha a MELHOR resposta. produz monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), que forma um 


33.1 Qual das seguintes mutações teria maior probabilidade 


complexo com a proteína ativadora de catabólitos (CAP, do inglês 
catabolite activator protein). O complexo AMPc-CAP liga-se ao sítio 
CAP no DNA, permitindo que a RNA-polimerase se ligue de maneira 


de resultar na expressão reduzida do lac-óperon? mais eficiente ao promotor no lac-óperon, de modo a aumentar a 
A. cya (não há síntese de adenilato-ciclase). expressão do óperon. Com mutações cya, a adenilato-ciclase não 
B. i (não ocorre síntese da proteina repressora). é sintetizada, de modo que o óperon não pode ser maximamente 


expresso, mesmo na ausência de glicose e na presença de lactose. 
A ausência da proteína repressora ou a redução na capacidade do 
repressor em ligar-se ao operador resulta na expressão constitutiva 
(constante) do lac-óperon. 


C. O° (o operador não é capaz de ligar a proteína re- 
pressora). 

D. Uma mutação que resulte em prejuízo da captação 
de glicose. 
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Regulação da expressão gênica: procariotos 
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Regulação da expressão gênica: eucariotos 
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Figura 33.19 


Resumo de conceitos-chaves para a regulação da expressão gênica. Trp = triptofano; RNAr, RNAt, RNAm = RNA 
ribossomal, RNA transportador e RNA mensageiro, respectivamente; ppGpp; tetrafosfato de guanosina; 

proteína-r= proteína ribossomal; SD = sequência de Shine-Dalgarno; Gal = galactose; UAS = sequência ativadora 
a montante; ERG = elemento de resposta a glicocorticoides; RNAI = RNA de interferência; elF = fator de iniciação 


eucariótico; fd = fita dupla; RE = retículo endoplasmático. 
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33.2 


33.3 


33.4 


33.5 


33.6 


33.7 


Qual dos seguintes compostos é mais bem descrito 

como de ação cis? 

A. Proteína de ligação ao elemento de resposta ao mo- 
nofosfato cíclico de adenosina. 

B. Operador. 

C. Proteína repressora. 

D. Receptor nuclear para o hormônio da tireoide. 


Qual dos seguintes processos representa a base para a 
expressão específica da apolipoproteina B-48 no intes- 
tino? 


Rearranjo e perda do DNA. 

Transposição do DNA. 

Corte-junção alternativo do RNA. 

Edição do RNA. 

RNA de interferência. 

Qual das seguintes afirmativas é provavelmente a mais 


verdadeira no caso da hemocromatose, doença em que 
ocorre acúmulo de ferro no organismo? 


moon» 


A. O RNA mensageiro para o receptor da transferrina 
é estabilizado pela ligação de proteínas reguladoras 
do ferro em seus elementos de resposta ao ferro pró- 
ximos à extremidade 3'. 

B. O RNA mensageiro para o receptor da transferrina 
não é ligado por proteínas reguladoras do ferro e é 
degradado. 

C. O RNA mensageiro para a ferritina não é ligado por 
proteínas reguladoras do ferro em seu elemento de 
resposta ao ferro próximo à extremidade 5' e é tra- 
duzido. 

D. O RNA mensageiro para a ferritina é ligado por pro- 
teínas reguladoras do ferro e não é traduzido. 

E. Tanto B quanto C estão corretas. 


Pacientes com câncer de mama positivo para receptor 
de estrogênio (responsivo a hormônio) podem ser trata- 
das com o fármaco tamoxifeno, que se liga ao receptor 
nuclear de estrogênio sem ativá-lo. Qual das seguintes 
alternativas representa o mais lógico desfecho para o uso 
de tamoxifeno? 


A. Aumento da acetilação dos genes responsivos ao 
estrogênio. 

B. Aumento do crescimento das células cancerosas po- 
sitivas para o receptor de estrogênio. 

C. Aumento da produção de monofosfato cíclico de 
adenosina. 

D. Inibição do óperon do estrogênio. 

E. Inibição da transcrição de genes responsivos ao estro- 
gênio. 

A região ZYA do lac-óperon será maximamente transcri- 

tase: 


A. Os níveis de monofosfato cíclico de adenosina esti- 
verem baixos. 

B. Houver disponibilidade tanto de lactose quanto de 
glicose. 

C. Houver possibilidade de formação da alça de atenu- 
ação. 

D. O sítio CAP estiver ocupado. 

A inativação do cromossomo X é um processo pelo qual 

um dos dois cromossomos X em fêmeas de mamiferos é 

condensado e inativado para prevenir a superexpressão 

de genes ligados ao X. Como provavelmente estariam os 

graus de metilação do DNA e de acetilação de histonas 

no cromossomo X inativado? 


Resposta correta = B. O operador é parte do próprio DNA, portanto 
é de ação cis. A proteina de ligação ao elemento de resposta ao 
monofosfato cíclico de adenosina, a proteina repressora e a proteina 
receptora nuclear do hormônio da tireoide são moléculas que difun- 
dem (transitam) para o DNA, ligam-se e afetam a expressão daquele 
DNA e, assim, são consideradas de ação trans. 


Resposta correta = D. A produção de apolipoproteina (apo) B-48 
no intestino e de apo B-100 no fígado é o resultado de edição do 
RNA no intestino, onde um códon que codifica um aminoácido é 
mudado para um códon sem sentido (de término) por desaminação 
pós-transcricional de uma citosina, resultando em uma uracila. O re- 
arranjo e a transposição do DNA, assim como o RNA de interferência 
eo corte-junção alternativo, alteram de fato a expressão gênica, mas 
não são a base da produção tecido-específica de apo B-48. 


Resposta correta = E. Quando os níveis de ferro no organismo estão 
altos, como observado na hemocromatose, há aumento na síntese 
da molécula de armazenamento do ferro, a ferritina, e redução na 
síntese do receptor de transferrina (TfR), que medeia a captação de 
ferro pelas células. Esses efeitos são resultado da ausência da liga- 
ção, nos elementos de resposta ao ferro de ação cis, de proteinas 
reguladoras do ferro de ação trans, o que leva à degradação do RNA 
mensageiro (RNAm) para o TfR e aumento na tradução do RNAm 
para a ferritina. 


Resposta correta = E. O tamoxifeno compete com o estrogênio para 
a ligação ao receptor nuclear do estrogênio. O tamoxifeno não ativa 
o receptor, impossibilitando sua ligação a sequências no DNA que 
aumentam a expressão de genes que respondem ao estrogênio. As- 
sim, o tamoxifeno bloqueia os efeitos promotores de crescimento 
desses genes, resultando em inibição do crescimento de células de 
câncer de mama dependentes de estrogênio. A acetilação aumenta 
a transcrição, pois relaxa o nucleossomo. O monofosfato cíclico de 
adenosina é um sinal regulatório mediado por receptores de super- 
fície celular, e não receptores nucleares. Células de mamíferos não 
apresentam óperons. 


Resposta correta = D. É apenas quando a glicose estiver ausente, 
os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) estiverem 
aumentados, o complexo AMPc-proteina ativadora de catabólitos 
(CAP, do inglês catabolite activator protein) estiver ligado ao sítio 
CAP e a lactose estiver disponível que o óperon apresenta máxima 
expressão (é induzido). Se a glicose estiver presente, o óperon não 
é transcrito devido à repressão por catabólito. O lac-óperon não é 
regulado por atenuação, um mecanismo que faz cessar a transcrição 
de alguns óperons, como é o caso do trp-óperon. 


Citosinas nas ilhas CpG estariam hipermetiladas e histonas estariam 
desacetiladas. Ambas as condições estão associadas à redução da 
expressão gênica, e ambas são importantes na manutenção da ina- 
tivação do cromossomo X. 





Biotecnologia e 
doença humana 


Il. VISÃO GERAL 





No passado, os esforços para compreender os genes e a expressão gênica 
foram dificultados pela grande dimensão e pela imensa complexidade do 
ácido desoxirribonucleico (DNA) humano. O genoma humano contém apro- 
ximadamente 3 bilhões (10º) de pares de bases (pb), onde estão 20.000 a 
25.000 genes que codificam proteínas, dispostos entre os 23 cromossomos 
no genoma haploide. Hoje, é possível determinar a sequência nucleotídica 
de longos pedaços de DNA, e toda a sequência do genoma humano foi de- 
terminada. Essa conquista (o chamado Projeto Genoma Humano, completa- 
do em 2003) se tornou possível por meio de várias técnicas que têm contri- 
buído para a compreensão de muitas doenças genéticas (Fig. 34.1). Essas 
ferramentas incluem, em primeiro lugar, a descoberta de endonucleases de 
restrição, que permitem a dissecação de grandes moléculas de DNA em 
fragmentos definidos; em segundo lugar, o desenvolvimento de técnicas de 
clonagem, que forneceu um mecanismo para a amplificação de sequências 
nucleotídicas específicas; e, finalmente, a capacidade de sintetizar sondas 
específicas, que permitiu a identificação e a manipulação de sequências nu- 
cleotídicas de interesse. Essas e outras abordagens experimentais permiti- 
ram a identificação de sequências nucleotídicas, tanto normais como mu- 
tantes, no DNA. Esse conhecimento levou ao desenvolvimento de métodos 
de diagnóstico para doenças genéticas e a sucessos iniciais no tratamento 
de pacientes por meio da terapia gênica. (Nota: o genoma de diversos vírus, 
procariotos e eucariotos não humanos também foi sequenciado.) 


Il. ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO 





Um dos maiores obstáculos à análise molecular do DNA genômico é o imen- 
so tamanho das moléculas envolvidas. A descoberta de um grupo especial 
de enzimas bacterianas, chamadas de endonucleases de restrição (enzimas 
de restrição), que clivam a fita dupla de DNA (fdDNA) em fragmentos me- 
nores e mais fáceis de se manejar, abriu o caminho para a análise do DNA. 
Como cada enzima cliva o fdDNA em sequências nucleotídicas específicas 
(sítios de restrição), as enzimas de restrição são usadas experimentalmente 
na obtenção de segmentos de DNA precisamente definidos, chamados de 
fragmentos de restrição. 


A. Especificidade 


As endonucleases de restrição reconhecem segmentos curtos de fdD- 
NA (geralmente quatro a oito pares de bases) que contêm sequências 
nucleotídicas específicas. Essas sequências, distintas para cada enzi- 
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Figura 34.1 

Três ferramentas que facilitam 
a análise do DNA humano. 
fdDNA = DNA fita dupla. 
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Palíndromo no fdDNA 


Quando lida no sentido 5'—> 3', a 
sequência na fita “superior” é 
idêntica à da fita “inferior”. 








ma de restrição, são palíndromos, isto é, exibem simetria rotacional nos 
dois sentidos (Fig. 34.2). Isso significa que, em uma pequena região do 
fdDNA, as sequências nucleotídicas das duas fitas (a “de cima” e a “de 
baixo”) são idênticas quando lidas no sentido 5' > 3". Dessa forma, se 
você virar a página de cabeça para baixo (i.e., girar 180º ao redor do seu 
eixo de simetria), a sequência permanece a mesma. 





são de DNA não bacteriano por meio de clivagem. O DNA bacteriano é 


Em bactérias, endonucleases de restrição limitam (restringem) a expres- 
protegido por metilação de bases (adenina) no sítio de restrição. 











Figura 34.2 

A sequência reconhecida pela 
endonuclease de restrição EcoRI 
apresenta simetria rotacional nos dois 
sentidos. fdDNA = DNA fita dupla; 

A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; T = timina. 





LELLO Extremidades adesivas 


Pontas “adesivas”. 








Pontas “retas”. 











Figura 34.3 

Especificidade das endonucleases de 
restrição Tagl e Haelll. A = adenina; 

C = citosina; G = guanina; T = timina. 


Nomenclatura 


Uma enzima de restrição recebe sua denominação de acordo com o or- 
ganismo do qual foi isolada. A primeira letra vem do gênero da bactéria. 
As próximas duas letras são do nome da espécie. Uma letra adicional 
indica o tipo ou a cepa, e um número final (numeral romano) indica a 
ordem em que a enzima foi descoberta em um determinado organismo. 
Por exemplo, Haelll é a terceira endonuclease de restrição isolada da 
bactéria Haemophilus aegyptius. 


Pontas “adesivas” e pontas “retas” 


As enzimas de restrição clivam o fdDNA, de forma a produzir um gru- 
po 3'-hidroxila em uma extremidade e um grupo 5'-fosfato em outra. 
Algumas endonucleases de restrição, como a Taql, formam pontas 
escalonadas, que produzem terminações “adesivas” ou coesivas (i.e., 
os fragmentos de DNA resultantes apresentam sequências de fita sim- 
ples, complementares umas às outras), como mostrado na Figura 34.3. 
Outras endonucleases de restrição, como a Haelll, produzem fragmen- 
tos com terminações “retas” de fita dupla e, portanto, não formam liga- 
ções de hidrogênio umas com as outras. Usando a enzima DNA-ligase 
(ver pág. 418), as terminações adesivas de um fragmento de DNA de 
interesse podem ser unidas covalentemente a outros fragmentos de 
DNA, com terminações adesivas produzidas por clivagem com a mes- 
ma endonuclease de restrição (Fig. 34.4). (Nota: uma ligase, codificada 
pelo bacteriófago T4, pode unir covalentemente fragmentos com ter- 
minações retas.) 


. Sítios de restrição 


A sequência de DNA reconhecida e clivada por uma enzima de restrição 
é chamada de sítio de restrição. As endonucleases de restrição clivam 
o fdDNA em fragmentos de diferentes tamanhos, dependendo do ta- 
manho da sequência reconhecida. Por exemplo, uma enzima que re- 
conhece uma sequência específica de quatro pares de bases produz 
vários cortes na molécula de DNA, um a cada 4º pb. Em contrapartida, 
uma enzima que necessita de uma sequência única de seis pares de 
bases produz menos cortes (um a cada 4º pb) e, portanto, fragmentos 
mais longos. Centenas dessas enzimas, com diferentes especificidades 
para a clivagem (variando tanto na sequência de nucleotídeos quanto na 
extensão do sítio de reconhecimento), estão disponíveis comercialmente 
como reagentes analíticos. 
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lll. CLONAGEM DO DNA 





A introdução de uma molécula de DNA estranha na célula em divisão per- 
mite a clonagem ou amplificação (i.e., a produção de muitas cópias idênti- 
cas) daquele DNA. (Nota: DNA humano para a clonagem pode ser obtido de 
amostras de sangue, saliva ou tecidos sólidos.) Em alguns casos, um único 
fragmento de DNA pode ser isolado e purificado antes da clonagem. Mais 
comumente, para clonar uma sequência de nucleotídeos de interesse, o DNA 
celular total é primeiramente clivado com uma enzima de restrição específi- 
ca, criando centenas de milhares de fragmentos. Cada um dos fragmentos 
de DNA resultantes é unido a uma molécula de vetor de DNA (denominada 
vetor de clonagem), formando uma molécula híbrida ou recombinante. Cada 
molécula de DNA recombinante transporta seu fragmento de DNA inserido 
para uma única célula hospedeira (p. ex., uma bactéria), onde ele é replicado. 
(Nota: o processo de introduzir DNA estranho na célula é chamado de trans- 
formação, para bactérias e fungos, e transfecção, para eucariotos superio- 
res.) Com a multiplicação da célula hospedeira, forma-se um clone, em que 
cada bactéria carrega cópias do mesmo fragmento de DNA inserido, daí o 
termo “clonagem”. O DNA clonado é, por fim, liberado do seu vetor por cli- 
vagem (usando a endonuclease de restrição apropriada) e isolado. Por meio 
desse mecanismo, muitas cópias idênticas do DNA de interesse podem ser 
produzidas. (Nota: uma alternativa à amplificação por clonagem biológica, a 
reação em cadeia da polimerase [PCR, do inglês polymerase chain reaction], 
está descrita na pág. 495.) 


A. Vetores 


O vetor é uma molécula de DNA em que se liga o fragmento de DNA a 
ser clonado. As propriedades essenciais de um vetor incluem 1) a ca- 
pacidade para replicação autônoma dentro da célula hospedeira; 2) a 
presença de pelo menos uma sequência nucleotídica específica reco- 
nhecida por uma endonuclease de restrição; e 3) a presença de pelo me- 
nos um gene (como um gene de resistência a um antibiótico) que confira 
a possibilidade de que aquele vetor seja selecionado. Comumente, os 
vetores utilizados incluem plasmídeos e vírus. 


1. Plasmídeos procarióticos. Os organismos procarióticos con- 
têm, geralmente, um único cromossomo, grande e circular. Além 
disso, a maioria das espécies de bactérias normalmente contêm, 
também, pequenas moléculas de DNA, circulares e extracromos- 
somais, chamadas de plasmídeos (Fig. 34.5). O DNA dos plasmí- 
deos sofre replicação que pode ou não ser sincronizada com a di- 
visão celular. Os plasmídeos podem carregar genes que conferem 
à bactéria hospedeira resistência a antibióticos, podendo também 
facilitar a transferência de informação genética de uma bactéria 
para a outra. Os plasmídeos podem ser isolados prontamente a 
partir de células bacterianas, com seu DNA circular sendo clivado 
em sítios específicos por endonucleases de restrição e um DNA 
externo de até 15 quilobases (kb), cortado com a mesma enzima 
de restrição, sendo inserido. O plasmídeo híbrido (recombinante) 
pode ser introduzido em uma bactéria, e um grande número de 
cópias do plasmídeo é produzido. As bactérias são cultivadas na 
presença de antibióticos, selecionando células que contêm o plas- 
mídeo híbrido, que dá resistência a antibióticos (Fig. 34.6). Plas- 
mídeos artificiais são construídos rotineiramente. Um exemplo é o 
clássico pBR322 (ver Fig. 34.5), que contém um sítio de origem da 
replicação, dois genes de resistência a antibióticos e mais de 40 
sítios de restrição. O uso de plasmídeos é limitado pelo tamanho 
do DNA que pode ser inserido. 





DNA de interesse com extremidades 
“adesivas”, produzido pela Tagl. 





Segundo fragmento de DNA, também 
com extremidades “adesivas”, 
produzido pela clivagem pela Taqi. 


Extremidades adesivas de dois fragmentos 
de DNA formam ligações de hidrogênio. 


A DNA-ligase forma ligações fosfodiéster 
3'+5' entre os fragmentos. 








Figura 34.4 

Formação de DNA recombinante 
a partir de fragmentos de restrição 
com extremidades “adesivas”. 

A = adenina; C = citosina; 

G = guanina; T = timina. 











Figura 34.5 

Um mapa parcial do plasmídeo 
pBR322, indicando as posições 

dos seus genes de resistência a 
antibióticos e 6 dos mais de 40 sítios 
reconhecidos por endonucleases de 
restrição específicas. p = plasmídeo. 
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O fdDNA circular, de fita dupla, 


contendo genes de resistência a O DNA a ser amplificado é clivado pela 


Plasmídeo antibióticos, é clivado por uma mesma endonuclease de restrição que 
endonuclease de restrição foi usada no plasmídeo, produzindo 
(p. ex., EcoRI). pontas adesivas complementares. 





Plasmídeo clivado DNA-ligase 


















Plasmídeo híbrido (vetor) A DNA-ligase liga covalentemente os fragmentos de DNA 
do plasmídeo e do DNA de interesse, produzindo uma 
— molécula de DNA recombinante (plasmídeo híbrido). 
Cromossomo 
hospedeiro 





















As bactérias são lisadas e os 
plasmídeos híbridos são isolados. 


O DNA recombinante é introduzido no hospedeiro 
bacteriano (transformação). — 
Célula bacteriana O 
Bactérias crescem na presença de antibióticos, 
dessa forma selecionando células contendo 
plasmídeos híbridos que conferem resistência 
a antibióticos. 












Os plasmídeos são clivados com 
EcoRI, liberando muitas cópias do 
DNA de interesse. 





VOO 


Plasmídeo original amplificado 


Células-filhas contendo plasmídeos híbridos 


DNA de interesse 











Figura 34.6 
Resumo da clonagem gênica. (Nota: a transformação é ineficiente, pois apenas uma pequena porcentagem 
das células conterá o plasmídeo recombinante.) fdDNA = DNA fita dupla. 


2. Outros vetores. O desenvolvimento de vetores aperfeiçoados, 
que possam acomodar com mais eficiência segmentos grandes de 
DNA, ou expressar os genes “passageiros” a eles ligados em dife- 
rentes tipos de células, tem aprimorado a pesquisa e a terapêutica 
em genética molecular. Além dos plasmídeos procarióticos descri- 
tos anteriormente, os vírus de ocorrência natural que infectam bac- 
térias (p. ex., o bacteriófago à) ou células de mamíferos (p. ex., os 
retrovírus) e os construtos artificiais (como cosmídeos e cromosso- 
mos artificiais de bactérias [BACs] ou leveduras [YACs]) são atual- 
mente utilizados como vetores de clonagem. (Nota: BACs e YACs 
podem aceitar fragmentos de DNA para inserção de 100 a 300 kb e 
250 a 1.000 kb, respectivamente.) 
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B. Bibliotecas de DNA 


Uma biblioteca de DNA é uma coleção de fragmentos de restrição de 
DNA clonados de um organismo. Dois tipos de bibliotecas são utiliza- 
dos, em geral: bibliotecas genômicas e bibliotecas de DNA complemen- 
tar (DNAc). As bibliotecas genômicas contêm idealmente uma cópia de 
cada sequência nucleotídica de DNA do genoma. Em contrapartida, as 
bibliotecas de DNAc contêm apenas aquelas sequências de DNA que 
aparecem como moléculas de RNA mensageiro (RNAm) processado, e 
estas diferem de acordo com o tipo celular e com as condições ambien- 
tais. (Nota: DNAc clonados não apresentam íntrons e regiões controla- 
doras dos genes, presentes nas bibliotecas genômicas.) 


dl 


Bibliotecas genômicas de DNA. Uma biblioteca genômica é 
criada pela digestão do DNA total do organismo por uma endo- 
nuclease de restrição e subsequente ligação a um vetor apropria- 
do. As moléculas de DNA recombinante são replicadas em uma 
bactéria hospedeira. Assim, os fragmentos de DNA amplificados 
representam o genoma inteiro do organismo e são chamados de 
biblioteca genômica. Independentemente da enzima de restrição 
utilizada, há boas probabilidades de que genes de interesse con- 
tenham mais de um sítio de restrição reconhecido pela enzima. Se 
esse for o caso, e se a digestão acontecer por completo, o gene de 
interesse é fragmentado — ou seja, ele não está contido em qual- 
quer clone da biblioteca. Para evitar esse resultado, que em geral 
não é desejável, uma digestão parcial é realizada, em que a quan- 
tidade ou o tempo de ação da enzima são limitados. Isso resulta 
na clivagem de apenas uma fração dos sítios de restrição nas mo- 
léculas de DNA, produzindo fragmentos de cerca de 20.000 pares 
de bases. Enzimas que clivam com alta frequência (i.e., enzimas 
que reconhecem sequências de quatro pares de bases) são ge- 
ralmente usadas para esse propósito, de forma que o resultado é 
uma coleção quase randômica de fragmentos. Isso garante a alta 
probabilidade de que o gene de interesse esteja contido, intacto, 
em algum fragmento. 


Bibliotecas de DNA complementar. Se um gene de interesse 
é expresso em grandes quantidades em determinado tecido, é 
provável que o RNAm correspondente a esse gene também este- 
ja presente em altas concentrações nas células desse tecido. Por 
exemplo, o RNAm em reticulócitos é composto, em grande parte, 
por moléculas que codificam as cadeias de hemoglobina A (HbA), 
a-globina e B-globina. Esse RNAm pode ser utilizado como molde 
para fazer uma molécula de DNAc, usando a enzima transcriptase 
reversa (Fig. 34.7). Desse modo, o DNAc resultante é uma cópia 
em fita dupla do RNAm. (Nota: o RNAm que serviu como matriz 
é isolado de moléculas de RNA transportador e RNA ribossômico 
pela presença de sua cauda poliA.) O DNAc pode ser amplifica- 
do por clonagem biológica ou por PCR. Ele pode ser usado como 
sonda para localizar o gene que codifica o RNAm original (ou frag- 
mentos do gene) em misturas contendo muitos fragmentos de DNA 
não relacionados. Se o RNAm usado como molde for uma mistura 
de vários tamanhos diferentes, os DNAc resultantes serão hete- 
rogêneos. Essas misturas podem ser clonadas para formar uma 
biblioteca de DNAc. Como o DNAc não possui sequências interve- 
nientes (íntrons), ele pode ser clonado em um vetor de expressão 
para a síntese de proteínas eucarióticas por bactérias (Fig. 34.8). 
Esses plasmídeos especiais contêm um promotor bacteriano para 
a transcrição do DNAc, e uma sequência de Shine-Dalgarno ([SD] 
ver pág. 454), que permite ao ribossomo bacteriano iniciar a tradu- 
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Síntese de DNA complementar 
(DNAc) a partir de RNA mensageiro 
(RNAm) usando a transcriptase 
reversa. A ligação de sequências 
de DNA fita dupla (fdDNA) 
contendo um sítio de restrição 

em cada extremidade permite 

a clonagem biológica do DNAc. 
(Nota: o DNA é resistente à 
hidrólise alcalina.) dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP = desoxiadenosina- 
-trifosfato, desoxicitidina-trifosfato, 
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e desoxitimidina-trifosfato, 
respectivamente. 
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Figura 34.8 

Um vetor de expressão. A produção 
de uma proteína de fusão, que 
contenha apenas alguns aminoácidos 
da proteína bacteriana E e todos os 
aminoácidos da proteina codificada 
pelo DNA complementar (DNAc) E. 
(Nota: por convenção, sequências 
de aminoácidos em proteínas são 
escritas da extremidade amino [N] 
para a extremidade carboxila [C].) 


ção da molécula de RNAm resultante. O DNAc é inserido a jusante 
do promotor e dentro de um gene para uma proteína que é expres- 
sa na bactéria (p. ex., lacZ; ver pág. 466), de modo que o RNAm 
produzido contém uma sequência SD, uns poucos códons para a 
proteina bacteriana e todos os códons para a proteína eucariótica. 
Isso possibilita uma expressão mais eficiente e resulta na produ- 
ção de uma proteína de fusão. (Nota: a insulina humana utilizada 
terapeuticamente é produzida em bactérias por meio desse tipo de 
tecnologia. Contudo, a grande quantidade de modificações co- e 
pós-traducionais que ocorre na maioria de outras proteínas huma- 
nas [p. ex., fatores de coagulação sanguínea] requer a utilização de 
hospedeiros eucarióticos ou, até mesmo, mamíferos.) 


C. Sequenciamento dos fragmentos de DNA clonados 


A sequência de bases dos fragmentos de DNA clonados pode ser deter- 
minada em laboratório. O procedimento original para esse propósito era 
o método de didesoxi de Sanger, ilustrado na Figura 34.9. Nesse méto- 
do, o DNA de fita simples (fsDNA) a ser sequenciado é usado como mol- 
de para a síntese de DNA pela DNA-polimerase (DNA-pol). Um segmento 
iniciador radioativo, complementar à extremidade 3' do DNA-alvo, é adi- 
cionado, juntamente com os quatro desoxirribonucleosídeos-trifosfatos 
(dNTP). A amostra é dividida em quatro tubos de reação, e uma peque- 
na quantidade de um dos quatro didesoxirribonucleosídeos-trifosfatos 
(ddNTPs) é adicionada a cada tubo. Uma vez que ele não contém o gru- 
po 3'-hidroxila, a incorporação de um ddNTP em uma fita recém-sinte- 
tizada encerra sua elongação nesse ponto. Os produtos dessa reação 
consistem, então, em uma mistura de fitas de DNA de diferentes compri- 
mentos, cada uma terminando em determinada base. A separação por 
tamanho dos vários segmentos de DNA produzidos, utilizando eletrofo- 
rese em gel de poliacrilamida, seguida por autorradiografia, produz um 
padrão de bandas, a partir do qual pode ser lida a sequência de bases 
de DNA. (Nota: quanto menor o fragmento, mais ele viaja no gel, com o 
fragmento menor representando aquele primeiramente produzido, isto é, 
a extremidade 5'.) No lugar de um iniciador marcado, hoje é comumente 
utilizada uma mistura dos quatro ddNTP ligados a diferentes corantes 
fluorescentes em um único tubo reacional. A mistura é separada por ele- 
troforese capilar, as marcações fluorescentes são detectadas e é gerada 
uma leitura das cores da sequência (Fig. 34.10). (Nota: o Projeto Genoma 
Humano utilizou variações dessa técnica para determinar a sequência de 
bases do genoma humano.) Avanços na tecnologia de sequenciamento 
que levaram a um sequenciamento de alto rendimento, também chama- 
do de próxima geração, permitem agora um sequenciamento rápido de 
todo o genoma com crescente fidelidade e redução nos custos por meio 
do sequenciamento simultâneo (paralelo) de muitos fragmentos de DNA. 
(Nota: o sequenciamento do exoma, a porção do genoma que codifica 
proteínas, é agora possível.) 


IV. SONDAS 





A clivagem de uma molécula grande de DNA por endonucleases de restrição 
produz uma gama desconcertante de fragmentos. Como é possível separar 
a sequência de DNA de interesse em meio a tal mistura? A resposta está 
na utilização de sondas — um fragmento curto de DNA de fita simples ou 
de RNA, marcado com um radioisótopo, como 2P ou com uma molécula 
não radioativa, como a biotina ou um corante fluorescente. A sequência de 
nucleotídeos de uma sonda é complementar ao DNA de interesse, chama- 
do de DNA-alvo. As sondas são usadas para identificar qual clone de uma 
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biblioteca ou qual banda em um gel contém o DNA-alvo, um processo cha- 
mado de varredura. 





H idi: a NA ni 
A. Hibridização ao DNA 1 A 
A utilidade das sondas depende do fenômeno da hibridização (ou pa- SA 
reamento), no qual uma sequência de fita simples de DNA-alvo liga-se a SAT c CAGCTAÍS 
uma sonda contendo uma sequência complementar de nucleotídeos. O 5 2p TAG 3 


DNA de fita simples, produzido por desnaturação alcalina a partir de uma 
fita dupla de DNA, é primeiramente ligado a um suporte sólido, como 


uma membrana de nitrocelulose. As fitas de DNA imobilizadas são im- Adição do iniciador e da 

pedidas de fazer autopareamento, mas estão disponíveis para a hibridi- pres dit da Sta dTTP. 
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membrana. Moléculas de sonda em excesso, que não hibridizam, são dos quatro didesoxinucleotídeos. 

removidas pela lavagem da membrana. A síntese ocorre até o didesoxinucleo- 
tídeo ser incorporado na fita de DNA. 
O DNA terminando em um 


didesoxinucleotídeo não pode ser 
alongado porque falta uma extremidade 
3'-OH, que é necessária para a 
formação da ligação fosfodiéster 3'-»5/. 
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Figura 34.9 

Sequenciamento de DNA pelo método didesoxi de Sanger. (Nota: o método original utilizava um iniciador marcado 
radioativamente. Atualmente, são geralmente usados didesoxirribonucleosídeos-trifosfatos marcados com corantes 
fluorescentes.) A = adenina; C = citosina; G = guanina; T = timina; d = desoxi; dd = didesoxi. 
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Figura 34.10 
Leitura de uma sequência de DNA. 
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Figura 34.11 

A sonda oligonucleotídica 
alelo-específica detecta um alelo para 
hemoglobina (Hb) S. (Nota: o* indica 
marcação radioativa com “P) 


B. Sondas sintéticas de oligonucleotídeos 


Se a sequência de uma parte ou de todo o DNA-alvo é conhecida, po- 
dem ser sintetizadas sondas curtas de oligonucleotídeos de fita sim- 
ples, complementares a uma pequena região do gene de interesse. Se 
a sequência do gene não é conhecida, a sequência de aminoácidos da 
proteína — isto é, o produto do gene — pode ser usada para construir a 
sonda, usando o código genético como guia. Em virtude da degene- 
ração do código genético (ver pág. 449), é necessário sintetizar vários 
oligonucleotídeos. (Nota: os oligonucleotídeos podem ser utilizados para 
detectar mudanças em uma única base na sequência à qual eles são 
complementares. Em contrapartida, as sondas de DNAc contêm muitos 
milhares de bases, e sua ligação a um DNA-alvo com uma única mudan- 
ça de base não é afetada.) 


1. Detectando mutações na globina ps. Uma sonda oligonucleoti- 
dica sintética alelo-específica (ASO) pode ser usada para detectar 
a presença da mutação da anemia falciforme no gene da B-globina 
(Fig. 34.11). O DNA, isolado de leucócitos e amplificado, é des- 
naturado, produzindo fitas simples, e aplicado a uma membrana. 
Uma sonda oligonucleotídica radiomarcada, complementar à mu- 
tação pontual na posição seis (GAG — GTG; glutamato — vali- 
na) do gene de pacientes com a globina mutante $°, é aplicada 
à membrana. O DNA isolado de um indivíduo heterozigoto (tra- 
ço falcêmico) ou de um paciente homozigoto (anemia falciforme) 
contém uma sequência de nucleotídeos complementar à sonda. 
Assim, forma-se um híbrido de fita dupla que pode ser detectado. 
Em contrapartida, o DNA obtido de indivíduos normais não é com- 
plementar no sexto tripleto de nucleotídeos e, dessa forma, não 
forma um híbrido (ver Fig. 34.11). O uso de um par de ASOs (um 
específico para o alelo normal e outro específico para o alelo mu- 
tante) permite distinguir o DNA dos três genótipos possíveis — ho- 
mozigoto normal, heterozigoto e homozigoto mutante (Fig. 34.12). 
(Nota: as sondas ASO são úteis apenas quando são conhecidas a 
mutação e sua localização.) 


C. Sondas biotiniladas 


Uma vez que o descarte de lixo radioativo está se tornando cada vez 
mais caro, sondas não radioativas têm sido desenvolvidas. Uma das 
mais bem-sucedidas é baseada na vitamina biotina (ver pág. 385), que 
pode ser quimicamente ligada a nucleotídeos usados para sintetizar 
a sonda. A biotina foi escolhida porque se liga fortemente à avidina — 
proteína facilmente disponível, encontrada na clara de ovo. A avidina 
pode ser ligada a um corante fluorescente, detectável opticamente com 
grande sensibilidade. Desse modo, um fragmento de DNA (obtido, por 
exemplo, por eletroforese em gel) que hibridiza com a sonda biotinilada 
pode tornar-se visível ao mergulharmos o gel em solução de avidina li- 
gada a um corante. Após a lavagem do excesso de avidina, o fragmento 
de DNA que se liga à sonda fica fluorescente. (Nota: sondas fluorescen- 
tes permitem a detecção e localização de sequências de DNA [ou de 
RNAm] em células ou preparações de tecido, um processo denominado 
hibridização in situ [ISH, do inglês in situ hybridization]. Se a sonda for 
fluorescente [F], a técnica é denominada FISH.) 


. Anticorpos 


Se não houver informação disponível acerca da sequência de aminoáci- 
dos para orientar a síntese de uma sonda para a detecção direta do DNA 
de interesse, pode-se identificar um gene de modo indireto, clonando-se 
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o DNAc em um vetor de expressão que permite que o DNAc clonado 
seja transcrito e traduzido. Um anticorpo marcado é utilizado para iden- 
tificar qual colônia bacteriana produz a proteína e, portanto, contém o 
DNAc de interesse. 


V. TRANSFERÊNCIA DE SOUTHERN 





A transferência de Southern é uma técnica que combina a utilização de en- 
zimas de restrição, eletroforese e sondas de DNA a fim de gerar, separar e 
detectar fragmentos de DNA. 


A. Procedimento 


Esse método, assim designado em homenagem a seu inventor, Edward 
Southern, envolve os passos descritos a seguir (Fig. 34.13). Em primei- 
ro lugar, o DNA é extraído das células, por exemplo, de leucócitos de 
um paciente. O segundo passo é clivar o DNA em muitos fragmentos, 
usando uma enzima de restrição. Em uma terceira etapa, os fragmen- 
tos resultantes (todos eles contendo carga negativa) são separados 
com base no tamanho, por eletroforese. (Nota: os fragmentos maiores 
se movem mais lentamente que os fragmentos menores. Dessa forma, 
o tamanho dos fragmentos, geralmente expressos como o número de 
pares de bases, pode ser calculado pela comparação da posição da 
banda em relação a fragmentos-padrão, de tamanho conhecido.) Os 
fragmentos de DNA no gel são desnaturados e transferidos para uma 
membrana de nitrocelulose, para análise. Se o DNA original representa 
o genoma completo do indivíduo, o digesto enzimático contém um mi- 
lhão ou mais de fragmentos. O gene de interesse está em um desses 
fragmentos (ou em poucos, caso o próprio gene tenha sido fragmen- 
tado) de DNA. Se todos os fragmentos de DNA fossem visualizados 
por uma técnica não específica, sua aparência seria a de um borrão 
de bandas sobrepostas. Para evitar esse problema, o último passo na 
transferência de Southern usa uma sonda para identificar os fragmen- 
tos de DNA de interesse. Os padrões observados na análise de trans- 
ferência de Southern dependem tanto da endonuclease de restrição 
específica quanto da sonda utilizada para visualizar os fragmentos de 
restrição. (Nota: variações da técnica de Southern foram designadas 
de forma jocosa como Northern, se o RNA está sendo estudado [ver 
pág. 499], e Western, caso proteínas estejam sendo estudadas [ver 
pág. 500], e nenhuma dessas designações está relacionada ao nome 
de alguém ou aos pontos cardeais.) 


B. Detecção de mutações 


A transferência de Southern pode detectar mutações no DNA, como 
grandes inserções ou deleções de nucleotídeos, expansões de repe- 
tições trinucleotídicas e rearranjos de nucleotídeos. Ela também pode 
detectar mutações pontuais (substituição de um nucleotídeo por outro; 
ver pág. 449), que causam a perda ou o ganho de sítios de clivagem 
por enzimas de restrição. Tais mutações determinam um padrão de 
bandas diferente daquele observado com um gene normal. Fragmen- 
tos maiores são gerados se um sítio de restrição é perdido. Por exem- 
plo, na Figura 34.13, o indivíduo número 2 não apresenta um sítio de 
restrição presente no indivíduo número 1. Alternativamente, a mudança 
em um único nucleotídeo pode criar um novo sítio de clivagem, que 
resulta em fragmentos mais curtos. (Nota: a maioria das diferenças nas 
sequências dos sítios de restrição representa variações normais pre- 
sentes no DNA.) 
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Figura 34.12 

Sondas alelo-específicas de 
oligonucleotídeos (ASO) utilizadas 
para detectar a mutação da anemia 
falciforme e diferenciar entre traço 
falcêmico e doença. 
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Conclusão: o DNA dos dois individuos difere na região 
reconhecida pela sonda. Essa alteração no DNA pode 
refletir uma mutação produzindo doença ou um 
polimorfismo, o qual pode ou não estar ligado a uma 
alteração clinicamente importante no DNA. 
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Procedimento de transferência de Southern. (Nota: atualmente, são utilizadas sondas não radioativas.) 
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VI. POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO 
DO FRAGMENTO DE RESTRIÇÃO 





Estima-se que os genomas de quaisquer dois indivíduos que não sejam pa- 
rentes apresentam uma identidade de 99,5%. Uma vez que o genoma hu- 
mano diploide apresenta 6 bilhões de pares de base, isso representa uma 
variação em aproximadamente 30 milhões de pares de base. Essas varia- 
ções no genoma são resultado de mutações que levaram a polimorfismos. 
Um polimorfismo é uma alteração no genótipo que pode não resultar em 
qualquer alteração no fenótipo, ou então que resulte em uma mudança no 
fenótipo (a) que não seja patológica, (b) que cause maior suscetibilidade a al- 
guma doença ou, mais raramente, (c) que seja patológica. Um polimorfismo é 
tradicionalmente definido como uma variação na sequência de nucleotídeos 
de um determinado lócus (alelo), que ocorre em mais de 1% da população. 
Polimorfismos em geral ocorrem nas regiões do genoma (98%) que não co- 
dificam proteínas, ou seja, sequências intervenientes (de íntrons) e regiões 
intergênicas. O polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição 
(RFLP, do inglês restriction fragment length polymorphism) é uma variação 
genética que pode ser observada pela clivagem do DNA em fragmentos 
(fragmentos de restrição) com uma endonuclease de restrição. O compri- 
mento dos fragmentos de restrição é alterado se a variação genética altera 
o DNA de forma a criar ou abolir um sítio de clivagem dessa endonuclease 
de restrição (um sítio de restrição). RFLPs podem ser usados para detectar 
variações genéticas em humanos, por exemplo, em casais que planejam ter 
filhos ou em tecido fetal. 


A. Variações no DNA resultando em RFLP 


Dois tipos de variações no DNA comumente resultam em RFLP: mudan- 
ças de uma única base na sequência de nucleotídeos e repetições em 
tandem de sequências de DNA. 


1. Mudanças em uma única base no DNA. Cerca de 90% das va- 
riações do genoma humano ocorrem na forma de polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP, do inglês single nucleotide polymorphism, 
cuja pronúncia é “snips”). Essas são variações que envolvem so- 
mente uma base (Fig. 34.14). A alteração de um nucleotídeo em um 
sítio de restrição pode levar o sítio a não ser reconhecido por uma 
determinada endonuclease de restrição. Um novo sítio de restrição 
pode também ser criado pelo mesmo mecanismo. Em qualquer dos 
casos, a clivagem com uma endonuclease resulta em fragmentos 
de tamanhos diferentes do normal, que podem ser detectados pela 
hibridização do DNA (ver Fig. 34.13). O sítio de restrição alterado 
pode estar no sítio de uma mutação causadora de doença — que é 
raro — ou em um sítio a alguma distância da mutação. (Nota: o mapa 
Hap [HapMap], desenvolvido pelo Projeto Internacional de Mapea- 
mento do Haplótipo, é um catálogo de SNPs comuns no genoma 
humano. Esses dados estão sendo utilizados em estudos de asso- 
ciação envolvendo todo o genoma [GWAS] para identificar aqueles 
alelos associados a situações de saúde e de doença.) 


2. Repetições em tandem. Polimorfismos no DNA cromossômico 
podem também originar-se da presença de um número variável de 
repetições em tandem (VNTR, do inglês variable number of tandem 
repeats) como mostrado na Figura 34.15. Essas são pequenas se- 
quências de DNA em localizações dispersas no genoma, repetidas 
em tandem (uma após a outra, como vagões em um trem). O nú- 
mero dessas unidades de repetição varia de pessoa para pessoa 
e é único para cada indivíduo. Assim, serve como uma “impressão 
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determinado lócus nucleotídico 
(chamado SNP se somente uma base 
é alterada) ou... 








— AGC/TCAATCG— Indivíduo 1 
— AG/A/TCAATCG— Indivíduo 2 





SNP 


Repetições GC 


AN 


iGcicciccigciech Indivíduo 1 
ieciccicc! 


Indivíduo 2 








+ podem ocorrer polimorfismos onde 
ocorrem números variáveis de repetições 
em tandem (VNTR) na sequência do DNA. 
Um número específico de repetições em 
tandem define um alelo VNTR em um 
determinado lócus. 














Figura 34.14 

Formas comuns de polimorfismo 
genético. SNP = polimorfismo de 
nucleotídeo único; A = adenina; 

C = citosina; G = guanina; T = timina. 
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Figura 34.15 

Polimorfismo de comprimento do 
fragmento de restrição (RFLP, do 
inglês restriction fragment length 
polymorphism) de números variáveis 
de repetições em tandem (VNTR, do 
inglês variable number of tandem 
repeats). Para cada indivíduo, um 
par de cromossomos homólogos 

é mostrado. 


digital” molecular. A clivagem por enzimas de restrição leva a frag- 
mentos de tamanho variável, dependendo de quantos desses seg- 
mentos repetidos estão contidos nos fragmentos (ver Fig. 34.15). 
Muitos sítios diferentes de VNTR têm sido identificados e são extre- 
mamente úteis para a análise de impressões digitais de DNA, como 
em casos de medicina forense e de identificação de paternidade. 
É importante enfatizar que esses polimorfismos, tanto SNP quanto 
VNTR, são simplesmente marcadores: na maioria dos casos, não 
têm efeito na estrutura, na função ou na taxa de produção de qual- 
quer proteína em particular. 


B. Traçando cromossomos de pais para filhos 


Se o DNA de um indivíduo ganhou um sítio de restrição por meio de 
substituição de base, então a clivagem enzimática leva a, pelo menos, 
um fragmento adicional. Por outro lado, se a mutação resulta na perda 
de um sítio de restrição, menos fragmentos são produzidos pela cliva- 
gem enzimática. Um indivíduo heterozigoto para um polimorfismo apre- 
senta variação na sequência de DNA de um cromossomo e não no DNA 
do cromossomo homólogo. Em tais indivíduos, cada cromossomo pode 
ser traçado dos pais até os filhos pela determinação da presença ou da 
ausência do polimorfismo. 


C. Diagnóstico pré-natal 


Famílias com histórico de doença genética grave, como um filho já afe- 
tado ou parente próximo afetado, podem desejar determinar a presença 
do distúrbio em um feto em desenvolvimento. O diagnóstico pré-natal, 
associado ao aconselhamento genético, permite a escolha de uma re- 
produção informada, caso o feto esteja afetado. 


LA 


Métodos disponíveis. Os métodos diagnósticos disponíveis va- 
riam em sensibilidade e especificidade. Por exemplo, a visualização 
do feto, pelo ultrassom ou por aparelhos de fibroscopia (fetoscópio), 
é útil somente quando a anormalidade genética resulta em defeitos 
anatômicos grosseiros, como defeitos do tubo neural. A composi- 
ção química do líquido amniótico também fornece sugestões diag- 
nósticas. Por exemplo, a presença de altos níveis de a-fetoproteína 
está associada a defeito do tubo neural. Células fetais obtidas de 
líquido amniótico ou da biópsia de vilosidades coriônicas podem ser 
usadas para a determinação do cariótipo, que verifica a morfologia 
dos cromossomos em metáfase. Técnicas de coloração e de sepa- 
ração celular têm permitido a rápida identificação de trissomias e 
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translocações, que produzem cromossomos extras ou de tamanho 
anormal. Entretanto, a análise molecular do DNA fetal é o método 
mais promissor para fornecer a descrição genética mais detalhada. 


Fontes de DNA. O DNA pode ser obtido a partir dos leucócitos, 
do líquido amniótico ou das vilosidades coriônicas (Fig. 34.16). Para 
a análise do fluido amniótico, era necessário cultivar células por 2 a 
3 semanas a fim de obter suficiente DNA para a análise. A capacida- 
de de amplificar o DNA por PCR diminuiu dramaticamente o tempo 
necessário para a análise de DNA. 


Diagnóstico direto de anemia falciforme usando RFLP. As 
doenças genéticas da hemoglobina são as doenças genéticas mais 
comuns em humanos. No caso da anemia falciforme (Fig. 34.17), a 
mutação pontual responsável pela doença (ver pág. 35) é apenas 
uma, também responsável pelo polimorfismo. A detecção direta do 
RFLP de doenças que resultam de mutações pontuais, contudo, é 
atualmente limitada a poucas doenças genéticas. 


a. Tentativas iniciais para o diagnóstico. No passado, o diag- 
nóstico pré-natal da anemia falciforme envolvia a determina- 
ção dos tipos e quantidades de Hb sintetizada em precursores 
nucleados dos eritrócitos, obtidos do sangue fetal. Entretanto, 
procedimentos invasivos para obter sangue fetal implicam alta 
taxa de mortalidade (cerca de 5%), e o diagnóstico não pode 
ser realizado até o final do segundo trimestre da gestação, 
quando a HbA (e sua variante HbS) começa a ser produzida. 


b. Análise de RFLP. Na anemia falciforme, a alteração na se- 
quência de bases causada pela mutação pontual abole o sítio 
de reconhecimento pela endonuclease de restrição Mstll: CCT- 
NAGG (onde N é qualquer nucleotídeo; ver Fig. 34.17). Assim, a 
mutação de A para T no códon 6 do gene da p“-globina elimina 
um sítio de clivagem para essa enzima. O DNA normal digeri- 
do com Mstll produz um fragmento de 1,15 kb, ao passo que 
um fragmento de 1,35 kb é gerado do gene P*, devido à perda 
de um sítio de clivagem para Mstll. Técnicas diagnósticas para 
analisar o DNA fetal de células amnióticas ou de amostra de vi- 
losidades coriônicas, em vez de sangue fetal, têm se mostrado 
valiosas, porque fornecem uma detecção segura e precoce da 
anemia falciforme, assim como de outras doenças genéticas. 
(Nota: doenças genéticas causadas por inserção ou deleção de 
nucleotídeos entre dois sítios de restrição [e não na criação ou 
perda de sítios de clivagem] também podem apresentar RFLP.) 


Diagnóstico pré-natal indireto de fenilcetonúria usando 
RFLP. O gene da fenilalanina-hidroxilase (PAH), a enzima deficien- 
te na fenilcetonúria (PKU; ver pág. 270), está localizado no cromos- 
somo 12. Ele abrange cerca de 90 kb de DNA genômico e contém 
13 éxons, separados por íntrons (Fig. 34.18; ver pág. 442 para uma 
descrição de éxons e introns). Mutações no gene da PAH geral- 
mente não afetam diretamente nenhum sítio de reconhecimento de 
endonucleases de restrição. Para estabelecer um protocolo diag- 
nóstico para a PKU, deve-se analisar o DNA de membros da família 
de indivíduos afetados. O objetivo é identificar marcadores genéti- 
cos (RFLP) fortemente ligados ao traço da doença. Tão logo esses 
marcadores tenham sido identificados, a análise de RFLP pode ser 
utilizada para realizar o diagnóstico pré-natal. 


a. Identificação de genes mutantes. Pode-se determinar a 
presença de um gene mutante por meio da identificação de 
polimorfismos marcadores se duas condições são satisfeitas. 

















Figura 34.16 

Amostragem de células fetais. 

A. Líquido amniótico. B. Vilosidade 
coriônica. 
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A eletroforese dos fragmentos de 
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específica para o gene da B-globina. 





A eletroforese dos 
fragmentos de restrição do 
DNA de um heterozigoto 
apresenta ambos os 
fragmentos, de 1,15 kb e 
1,35 kb. 


A eletroforese dos fragmentos de 
restrição do DNA de um paciente com 
anemia falciforme apresenta um 
fragmento de 1,35 kb, devido à perda 
de um sítio de clivagem. 











Figura 34.17 


Detecção da mutação da globina B°. kb = kilobases (1 kb = 1.000 pares de bases no DNA fita dupla); Hb = hemoglobina. 
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Primeiro, se o polimorfismo é bastante ligado à mutação que 
causa a doença, o gene defeituoso pode ser rastreado pela 
detecção do RFLP. Por exemplo, se o DNA de uma família 
carregando um gene produtor de doença for examinado por 
meio da clivagem por enzimas de restrição e da transferência 
de Southern, algumas vezes é possível encontrar um RFLP 
consistentemente associado ao gene produtor da doença (i.e., 
há uma ligação forte e são coerdados). Nesse caso, é possível 
rastrear a herança do gene produtor da doença em uma família 
sem o conhecimento da natureza do defeito genético ou a sua 
localização precisa no genoma. (Nota: o polimorfismo pode ser 
previamente conhecido em decorrência de estudo de outras 
famílias com a doença ou pode demonstrar ser exclusivo na fa- 
mília sob investigação.) Segundo, para doenças autossômicas 
recessivas, como no caso da PKU, a presença de um indivi- 
duo afetado na família auxiliaria no diagnóstico. Esse indivíduo 
apresentaria a mutação em ambos os cromossomos, permitin- 
do a identificação do RFLP associado à doença genética. 


b. Análise de RFLP. A presença de genes anormais para a PAH 
pode ser demonstrada utilizando-se polimorfismos de DNA 
como marcadores para distinguir entre genes normais e genes 
mutantes. Por exemplo, a Figura 34.19 mostra um padrão típi- 
co, obtido quando o DNA de membros de uma família afetada é 
clivado com enzima de restrição apropriada e submetido à ele- 
troforese. As setas verticais representam os sítios de clivagem 
para a enzima de restrição utilizada. A presença de um sítio de 
polimorfismo cria um fragmento “b” no autorradiograma (após 
a hibridização com uma sonda PAH-DNAc marcada), ao passo 
que a ausência desse sítio fornece somente um fragmento “a”. 
Observe que a análise do indivíduo Il-2 demonstra que o poli- 
morfismo, conforme evidenciado pela presença do fragmento 
“b”, está associado ao gene mutante. Dessa forma, nessa famí- 
lia em particular, o aparecimento do fragmento “b” correspon- 
de à presença de um sítio polimórfico que marca o gene PAH 
anormal. A ausência do fragmento “b” corresponde à presença 
do gene normal apenas. Na Figura 34.19, o exame do DNA fetal 
mostra que o feto herdou dois genes anormais de seus pais e, 
por isso, apresenta fenilcetonúria (PKU). 


c. Valor do teste do DNA. O teste com base no DNA é útil não 
somente para determinar se um feto está afetado pela PKU, 
mas também para detectar portadores do gene com a mutação 
para auxiliar no planejamento familiar. (Nota: a PKU é tratada 
com restrição de fenilalanina na dieta. Diagnóstico e tratamen- 
to precoces são essenciais na prevenção de dano neurológico 
grave nos indivíduos afetados.) 


VII. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 





A reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction) 
é um método in vitro usado para amplificar sequências selecionadas de DNA, 
que não se baseia no método de clonagem biológica in vivo, descrito na 
página 483. Essa técnica permite a síntese, em poucas horas, de milhões 
de cópias de uma sequência nucleotídica específica. Ela pode amplificar a 
sequência, mesmo quando a sequência-alvo constitui menos de uma parte 
em um milhão da amostra total inicial. Esse método pode ser utilizado para 
amplificar sequências de DNA de qualquer fonte — bactérias, vírus, plantas 
ou animais. Os passos da PCR estão resumidos nas Figuras 34.20 e 34.21. 
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Figura 34.18 

O gene da fenilalanina-hidroxilase, 
apresentando 13 éxons, os sítios 
de restrição e algumas das mais 
de 500 mutações que resultam 
em fenilcetonúria. 
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Os pais são heterozigotos (portadores) para uma mutação no gene da fenilalanina-hidroxilase 
(PAH). Assim, ambos apresentam os dois fragmentos, “a” e “b”, clivados por uma nuclease 
de restrição e detectados por uma sonda. 








Esta criança não é afetada e mostra somente o fragmento “a” quando seu DNA é 
digerido com a mesma endonuclease de restrição utilizada para o DNA de seus pais. 
Assim, o gene normal é associado ao polimorfismo que fornece o fragmento “a”. 








Esta criança é afetada (não tem atividade da PAH) e 
mostra somente o fragmento “b” quando o DNA é 
digerido com a mesma endonuclease de restrição. 
Assim, o gene alterado está associado ao polimorfismo 
que fornece o fragmento “b”. 









Uma sonda radioativa 
hibridiza com os 

fragmentos de DNA “a” 
e “b”, mas não “c”. 
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b Cm Gene PAH mutante de restrição 
5 
b 
O DNA fetal mostra somente o fragmento “b” quando 
o DNA é digerido com a mesma endonuclease de A presença de um sítio polimórfico permite a clivagem pela endonuclease 
restrição. Isso significa que o feto é afetado, porque de restrição e, dessa forma, fornece os fragmentos “b” e "c". (Nota: o sítio 
herdou dois genes anormais de seus pais e mostra polimórfico não é, em geral, a alteração estrutural que causa a doença e, 
o genótipo “bb”. nesse caso, nem mesmo se localiza na parte codificante do gene.) 
Legenda: 
[|] Homem O Mulher + Feto (D Heterozigoto E Homozigoto 
Figura 34.19 


Análise de polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição em uma família com uma criança afetada por 
fenilcetonúria, uma doença autossômica recessiva. Não se sabe qual o defeito molecular no gene da fenilalanina- 
-hidroxilase (PAH) na família. A família queria saber se a gestação em progresso será afetada por fenilcetonúria. 


A. Procedimento 


A PCR usa a DNA-polimerase para amplificar repetitivamente as por- 
ções-alvo do DNA genômico ou do DNAc. Cada ciclo de amplificação 
dobra a quantidade de DNA na amostra, levando ao aumento exponen- 
cial do DNA (2”, em que n = número de ciclos) com ciclos repetidos de 
amplificação. A sequência de DNA amplificado pode então ser separada 
por eletroforese em gel, detectada por transferência de Southern e hibri- 
dização, e sequenciada. 


1. Construção do iniciador (primer). No método da PCR, não é 
necessário saber a sequência de nucleotídeos do DNA-alvo. En- 
tretanto, é necessário saber a sequência de nucleotídeos de pe- 
quenos segmentos de cada lado do DNA-alvo. Esses segmentos, 
chamados de sequências flanqueadoras, delimitam a sequência de 
DNA de interesse. As sequências de nucleotídeos das regiões flan- 
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Figura 34.20 
Passos (desnaturação, pareamento, alongamento) em um ciclo da reação em cadeia da polimerase. 


queadoras são usadas para construir dois oligonucleotídeos de fita 
simples, geralmente com 20 a 35 nucleotídeos, complementares às 
respectivas sequências flanqueadoras. A extremidade 3'-hidroxila 
de cada oligonucleotídeo aponta em direção à sequência-alvo (ver 
Fig. 34.20). Esses oligonucleotídeos sintéticos funcionam como ini- 
ciadores (primers) na reação da PCR. 


2. Desnaturação do DNA. O DNA a ser amplificado é aquecido a 
aproximadamente 95 ºC, a fim de separar o DNA-alvo de fita dupla 
em fitas simples. 


3. Pareamento dos iniciadores. As fitas separadas são resfriadas 
a aproximadamente 50 ºC, e os dois iniciadores (um para cada fita) 
pareiam com uma sequência complementar no fsDNA. 


4. Alongando os iniciadores. DNA-polimerase e dNTP (em exces- 
so) são adicionados à mistura (aproximadamente 72 ºC) para iniciar 
a síntese de duas novas cadeias, complementares às cadeias de 
DNA original. A DNA-pol adiciona nucleotídeos à extremidade 3'-hi- 
droxila do iniciador, e o crescimento da fita se estende no sentido 
5' > 3' ao longo do DNA-alvo, fazendo cópias complementares do 
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Figura 34.21 
Ciclos múltiplos da reação em cadeia 
da polimerase. 


alvo. (Nota: produtos de PCR podem apresentar comprimento de 
diversos milhares de pares de bases.) Quando um ciclo de replica- 
ção se completa, a mistura da reação é aquecida novamente para 
desnaturar as fitas de DNA (que, neste ponto, já são quatro). Cada 
fita de DNA se liga a um fragmento iniciador complementar, e o ci- 
clo de extensão da fita é repetido. Por meio da utilização de uma 
DNA-pol estável ao calor (p. ex., a Tag-polimerase, obtida de uma 
bactéria, Thermus aquaticus, que normalmente vive em altas tem- 
peraturas), a polimerase não é desnaturada e, portanto, não precisa 
ser adicionada a cada novo ciclo. A Taq, no entanto, não apresenta 
atividade de edição. Normalmente, 20 a 30 ciclos são realizados 
durante esse processo, amplificando o DNA de um milhão (2?) a um 
bilhão (2%) de vezes. (Nota: cada produto de extensão de um inicia- 
dor inclui uma sequência complementar ao iniciador na extremidade 
5' [ver Fig. 34.20]. Assim, cada polinucleotídeo recém-sintetizado 
pode agir como molde para os ciclos sucessivos [ver Fig. 34.21]. 
Isso leva a um aumento exponencial na quantidade de DNA-alvo em 
cada ciclo, daí o nome “reação em cadeia da polimerase”.) Sondas 
podem ser produzidas durante a PCR pela adição de nucleotídeos 
marcados durante os últimos ciclos. 


B. Vantagens 


As maiores vantagens da PCR sobre a clonagem, como mecanismo para 
a amplificação de uma sequência específica de DNA, são a sensibilida- 
de e a rapidez. Sequências de DNA presentes apenas em quantidades- 
-traço podem ser amplificadas e se tornarem a sequência predominante. 
A PCR é tão sensível que sequências de DNA presentes em uma única 
célula podem ser amplificadas e estudadas. Isolar e amplificar uma se- 
quência específica de DNA por PCR é mais rápido e tecnicamente mais 
fácil do que os métodos de clonagem tradicionais, que utilizam técnicas 
de DNA recombinante. 


Aplicações 


A PCR tornou-se uma ferramenta muito comum em pesquisa, análise 
forense e diagnóstico clínico. 


i. 


Comparação de um gene normal e sua forma mutante. A PCR 
permite a síntese de DNA mutante em quantidade suficiente para 
um protocolo de sequenciamento sem a clonagem trabalhosa do 
DNA alterado. 


Análise forense de amostras de DNA. Impressões digitais de 
DNA, obtidas por PCR, revolucionaram a análise de evidências co- 
lhidas em cenas de crimes. O DNA isolado de um único fio de ca- 
belo humano, uma pequena gota de sangue ou uma amostra de 
sêmen é suficiente para determinar se uma amostra vem de um 
determinado indivíduo. Um tipo de polimorfismo conhecido como 
curtas repetições em tandem constitui o mais comum marcador 
analisado para tais “impressões digitais” de DNA. Ele é muito similar 
aos VNTR descritos acima (ver pág. 491), mas apresenta menor ta- 
manho. (Nota: testes de paternidade utilizam as mesmas técnicas.) 


Detecção de sequências de ácidos nucleicos pouco abundan- 
tes. Vírus que apresentam um período de latência longo, como o 
vírus da imunodeficiência humana (HIV), são difíceis de se detectar 
no estágio inicial da infecção por meio de métodos convencionais. A 
PCR oferece um método rápido e sensível para detectar sequências 
de DNA viral, mesmo quando somente uma pequena porção das 
células está infectada pelo vírus. (Nota: PCR quantitativa [PCRg], 
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também conhecida como PCR em tempo real, permite a quantifica- 
ção [número de cópias] do ácido nucleico-alvo após cada ciclo de 
amplificação [i.e., em tempo real] em vez de fazê-lo apenas no final, 
e é útil na determinação da carga viral [a quantidade de vírus].) 


Diagnóstico pré-natal e detecção de portadores de fibrose cís- 
tica. A fibrose cística é uma doença genética autossômica reces- 
siva, que resulta de mutações no gene da proteína reguladora de 
condutância transmembrana da fibrose cística (PRTFC). A mutação 
mais comum é uma deleção de três pares de bases, que resulta na 
perda de um resíduo de fenilalanina da proteína PRTFC (ver pág. 
450). Como o alelo mutante é três bases menor do que o alelo nor- 
mal, é possível distinguir um do outro pelo tamanho dos produtos 
da PCR obtidos da amplificação dessa porção do DNA. A Figura 
34.22 ilustra de que forma o resultado desse teste de PCR pode fa- 
zer a distinção entre indivíduos homozigotos normais, heterozigotos 
(portadores) e homozigotos mutantes (afetados). 





A amplificação simultânea de múltiplas regiões de um DNA-alvo usando 
múltiplos pares de iniciadores é conhecida como PCR multiplex. Essa 
técnica permite a detecção da perda de um ou mais éxons em um gene 
com muitos éxons, como o gene da PRTFC, que apresenta 27 éxons. 





VII. 


ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 





As ferramentas da biotecnologia não somente nos permitem estudar a estru- 
tura do gene, mas também nos fornecem meios de analisar os produtos da 
expressão gênica — RNAm e proteínas. 


A. Determinação dos níveis de RNA mensageiro 


Os níveis de RNA mensageiro geralmente são determinados por hibridi- 
zação de sondas marcadas para o próprio RNAm ou para o DNAc pro- 
duzido a partir do RNAm. (Nota: a amplificação do DNAc produzido por 
PCR a partir do RNAm pela transcriptase reversa [RT, do inglês reverse 
transcriptase] retroviral é denominada RT-PCR.) 


LA 


Transferência de Northern. Transferências de Northern são muito 
similares às transferências de Southern (ver Fig. 34.13), exceto pelo 
fato de que a amostra contém uma mistura de moléculas de RNAm 
que são separadas por eletroforese e, a seguir, transferidas para 
uma membrana e hibridizadas com uma sonda radioativa. As ban- 
das obtidas pela autorradiografia dão uma medida da quantidade e 
do tamanho das moléculas de RNAm na amostra. 


Microarranjos. Microarranjos (microarrays) de DNA contêm mi- 
lhares de sequências imobilizadas de fsDNA, organizadas em uma 
área não maior que uma lâmina de microscópio. Esses microarran- 
jos são usados para analisar uma amostra, procurando pela pre- 
sença de variações de genes ou mutações (genotipagem), ou para 
determinar os padrões de produção de RNAm (análise da expres- 
são gênica), analisando milhares de genes ao mesmo tempo. Para 
a análise de genotipagem, a amostra é o DNA genômico. Para a 
análise de expressão, a população de moléculas de RNAm, obtidas 
a partir de um determinado tipo de célula, é convertida em DNAc 
e marcada com corante fluorescente (Fig. 34.23). Essa mistura é, 
então, exposta a uma matriz (gene-chip ou DNA-chip) — lâmina de 










Três bases estão faltando 
no gene CFTR mutante 

(a PCR fornece um produto 
menor do que o normal). 









O heterozigoto apresenta 
ambos os alelos, normal e 
mutante, do gene CFTR, e 
a PCR fornece dois produtos. 











Figura 34.22 

Teste genético para a fibrose 

cística usando a reação em 

cadeia da polimerase (PCR, do 
inglês polymerase chain reaction). 
(Nota: a fibrose cística é também 
diagnosticada utilizando análise por 
oligonucleotídeos alelo-específicos 
[ver pág. 488].) 

PRTFC = proteína reguladora 

de condutância transmembrana 

da fibrose cística; pb = pares de bases. 
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Marcado com Marcado com 
molécula molécula 
fluorescente fluorescente 


verde vermelha 









Mistura dos DNAc e 
hibridização a 
microarranjos de DNA 








Mancha escura (preta): nenhuma 
célula produz esta mensagem. 





Mancha vermelha: células cancerosas 
produzem mais desta mensagem. 



















Mancha verde: células normais 
produzem mais desta mensagem. 





Mancha amarela: ambas as células 
produzem a mesma quantidade 
desta mensagem. 








Figura 34.23 

Análise da expressão gênica por 
microarranjos usando chips de DNA. 
(Nota: chips proteicos são também 
utilizados.) RNAm = RNA mensageiro; 
DNAc = DNA complementar. 


vidro ou membrana contendo milhares de pequenos pontos de 
DNA, cada um correspondendo a um gene diferente. A quantidade 
de fluorescência em cada ponto é a medida da quantidade daquele 
determinado RNAm na amostra. Microarranjos de DNA são utiliza- 
dos para a determinação de diferentes padrões de expressão gêni- 
ca em dois tipos distintos de células — por exemplo, células normais 
e cancerosas (ver Fig. 34.23). Podem também ser utilizados para a 
subclassificação de tumores, como no caso do câncer de mama, 
para uma otimização do tratamento. (Nota: microarranjos envolven- 
do proteínas e anticorpos ou outras proteínas que as reconhecem 
estão sendo utilizados para identificar biomarcadores que possam 
auxiliar no diagnóstico, prognóstico e tratamento de doenças com 
base no perfil da expressão proteica de um paciente. Microarranjos 
de proteínas [e DNA] são ferramentas importantes no desenvolvi- 
mento da medicina personalizada [de precisão], na qual estratégias 
de tratamento e/ou de prevenção consideram variações genéticas, 
ambientais e de estilos de vida entre os indivíduos.) 


B. Análise de proteínas 


O tipo e a quantidade de proteínas nas células nem sempre correspon- 
dem diretamente à quantidade de RNAm presente. Alguns RNAm são 
traduzidos de maneira mais eficiente do que outros, e algumas proteínas 
sofrem modificações após a tradução. Ao analisar a abundância e as 
interações entre um grande número de proteínas, são utilizados métodos 
automatizados envolvendo uma variedade de técnicas, como a espec- 
trometria de massa e a eletroforese bidimensional. Ao investigar uma 
proteína, ou um número limitado de proteínas, anticorpos (Ab) marcados 
são utilizados para detectar e quantificar proteínas específicas e para 
determinar modificações pós-traducionais. 


LE 


Ensaios imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA). Esses 
ensaios (conhecidos como ELISA) são realizados nos poços de uma 
placa de microtitulação. O antígeno (proteína) é ligado ao plástico da 
placa. A sonda utilizada consiste em um anticorpo específico para 
uma determinada proteína (como a troponina; ver pág. 66) a ser me- 
dida. Esse anticorpo é ligado covalentemente a uma enzima, que irá 
produzir um produto colorido quando exposta ao seu substrato. A 
intensidade da cor produzida é proporcional à quantidade de Ab pre- 
sente e, indiretamente, à quantidade de proteína na amostra testada. 


Transferência de Western. As transferências de Western (tam- 
bém chamadas de immunoblots) são similares às transferências 
de Southern, exceto pelo fato de que as moléculas de proteína na 
amostra é que são separadas por eletroforese e transferidas para 
uma membrana. A sonda é um anticorpo marcado que produz uma 
banda onde estiver localizado o seu antígeno. 


Detecção da exposição ao vírus da imunodeficiência huma- 
na. Ensaios por meio de ELISA e transferência de Western são 
comumente utilizados para detectar exposição ao HIV pela medida 
da quantidade de anticorpos anti-HIV presentes em uma amostra 
de sangue do paciente. Ensaios por ELISA são usados como ferra- 
menta inicial de triagem, pois são muito sensíveis. Entretanto, esses 
ensaios algumas vezes fornecem resultados falso-positivos, e, por 
isso, transferências de Western, mais específicas, são usadas como 
testes para confirmação (Fig. 34.24). (Nota: ELISA e transferência de 
Western só podem detectar a exposição ao HIV após os anticorpos 
anti-HIV aparecerem na corrente sanguínea. Testes para HIV com 
base em PCR são mais úteis nos primeiros meses após a exposição.) 
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C. Proteômica 


A proteômica envolve o estudo de todas as proteínas expressas por um 
genoma (proteoma), incluindo abundância relativa, distribuição, modifi- 
cações realizadas após a tradução, funções e interações com outras ma- 
cromoléculas. Os 20.000 a 25.000 genes codificadores de proteínas do 
genoma humano são traduzidos em mais de 100.000 proteínas, quando 
são consideradas modificações pós-transcricionais e pós-traducionais. 
Embora o genoma permaneça inalterado, as quantidades e os tipos de 
proteínas em qualquer célula em particular mudam consideravelmente à 
medida que os genes são acionados ou “desligados”. (Nota: a proteô- 
mica e a genômica necessitaram do desenvolvimento paralelo da bioin- 
formática, envolvendo organização, armazenamento e análise de dados 
biológicos por meio de computadores.) A Figura 34.25 compara algumas 
das técnicas analíticas discutidas neste capítulo. 


IX. TERAPIA GÊNICA 





O objetivo da terapia gênica é inserir o DNA de um gene normal, clonado, em 
células somáticas de um paciente que possui esse gene defeituoso, em decor- 
rência de mutação causadora de doença. Uma vez que a terapia gênica somá- 
tica modifica apenas as células-alvo somáticas, a alteração não é transmitida 
para a próxima geração. (Nota: na terapia gênica dirigida à linha germinativa, 
células germinativas são modificadas, de modo que a alteração é transmitida. 
Uma moratória de longa duração está em vigor no mundo todo para a terapia 
gênica dirigida a linhagens germinativas.) Há dois tipos de transferência gênica: 
1) ex vivo, em que as células do paciente são removidas, transduzidas e reim- 
plantadas; e 2) in vivo, em que as células são transduzidas diretamente. Ambos 
os tipos utilizam um vetor viral para transferir o DNA. Desafios atuais para a 
terapia gênica incluem o desenvolvimento de vetores, a conquista de técnicas 
que induzam expressão de longa duração e a prevenção de efeitos colaterais, 
como a resposta imunitária ao tratamento. A primeira terapia gênica a obter su- 
cesso envolveu dois pacientes com imunodeficiência combinada grave (ICG), 
uma doença causada por mutações no gene da adenosina-desaminase (ADA; 
ver pág. 301). Essa terapia utilizou linfócitos T maduros transduzidos ex vivo 
com um vetor retroviral (Fig. 34.26). (Nota: o DNAc para o gene humano da ADA 
é usado atualmente.) Desde 1990, apenas um pequeno número de pacientes 
(com várias doenças, como hemofilia, câncer e certos tipos de cegueira) foram 
tratados com terapia gênica, com graus de sucesso variáveis. 


A edição gênica, diferente da adição gênica, permite o reparo de um gene mu- 
tado. Combinações de moléculas capazes de ligarem-se ao DNA (proteínas 
ou RNA) e endonucleases são utilizadas para identificar e clivar a sequência 
mutada. A clivagem ativa o reparo por recombinação homóloga de quebras 
da fita dupla do DNA (ver pág. 429), que integra o DNA contendo a sequência 
correta no gene. (Nota: uma endonuclease dirigida a uma sequência especí- 
fica do DNA por um RNA especificamente desenhado para cada caso é utili- 
zada na edição gênica em linhagens de células humanas. A técnica baseia-se 
no sistema procariótico CRISPR-Cas9 [proteína associada a grupos de repe- 
tições palindrômicas regularmente intercaladas por espaços curtos - CRISPR, 
do inglês clustered regularly interspaced short palindromic repeats], que iden- 
tifica e cliva DNA exógeno em células bacterianas. Essa técnica é designada 
CRISPR, e atualmente é utilizada em laboratório, mas não na clínica.) 


X. ANIMAIS TRANSGÊNICOS 





Animais transgênicos podem ser produzidos por meio da injeção de um gene 
clonado exógeno (um transgene) em um ovo fertilizado. Se o gene se integrar 





Paciente 1 Paciente2 Paciente 3 
Amostra de sangue para teste por ELISA 


Confirmação do teste por 
transferência de Western 














Figura 34.24 

Teste para exposição ao vírus da 
imunodeficiência humana (HIV) por 
ELISA (ensaio imunoabsorvente 
ligado a enzima) e transferência 
de Western. 


TECNICA AMOSTRA ANALISADA 











Transferênciade DNA 

Southem 
Transferência de RNA 

northern 
Transferência de Proteina 

Western 
ASO DNA 
Microarranjos DNAc ou DNA genômico 

Proteína 
ELISA Proteina 
J 
Figura 34.25 


Técnicas utilizadas para analisar DNA, 
RNA e proteínas. (Nota: as três 
técnicas de transferência envolvem o 
uso de um gel.) 

ASO = oligonucleotídeos 
alelo-específicos. 

ELISA = ensaio imunoabsorvente 
ligado a enzima; DNAc = DNA 
complementar. 
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Os linfócitos são infectados com 
retrovírus modificado para 
carregar o gene normal para 


adenosina-desaminase. 
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expresso. Alguns dos linfócitos 
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adenosina-desaminase. 
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Figura 34.26 
Terapia gênica para imunodeficiência 
combinada grave causada por uma 


deficiência na adenosina-desaminase. 


(Nota: são atualmente empregadas 
células-tronco da medula óssea 
e um vetor retroviral modificado.) 


ao acaso e de modo estável a um cromossomo, estará presente na linhagem 
germinativa do animal resultante e poderá ser passado de geração a geração. 
Um camundongo gigante chamado “Supercamundongo” foi produzido des- 
sa forma, injetando-se o gene para o hormônio do crescimento de rato em 
um ovo fertilizado de camundongo. (Nota: foram desenhados animais trans- 
gênicos para produzir proteínas humanas em seu leite com finalidades tera- 
pêuticas, um processo que foi chamado “pharming.”* A antitrombina, uma 
proteína anticoagulante [ver Cap. 35, online], foi produzida utilizando cabras 
transgênicas e aprovada para uso clínico em 2009.) Se o transgene funcional 
for inserido de modo dirigido (não ao acaso), um camundongo que expressa 
o gene (chamado knockin) será criado. A inserção dirigida de uma versão não 
funcional de um transgene cria um camundongo nocaute, que não expressa 
o gene. Tais animais produzidos por engenharia genética podem servir como 
modelos para o estudo de doenças humanas correspondentes. 





g 
XI. RESUMO DO CAPÍTULO 





Endonucleases de restrição são enzimas bacterianas que clivam a fita dupla 
de DNA (fdDNA) em fragmentos menores. Cada enzima hidrolisa a fita em se- 
quências específicas de 4 a 8 pares de bases (um sítio de restrição), produzindo 
segmentos de DNA denominados fragmentos de restrição. As sequências re- 
conhecidas são palíndromos. Essas enzimas produzem ou cortes em degrau 
(extremidades adesivas) ou extremidades retas no DNA. DNA-ligases bac- 
terianas podem unir dois fragmentos de DNA de diferentes fontes se eles foram 
cortados pela mesma endonuclease de restrição. Essa combinação híbrida de 
dois fragmentos é chamada de molécula de DNA recombinante. A introdução 
de uma molécula de DNA de outro organismo em uma célula em divisão permite 
a amplificação (produção de muitas cópias) do DNA — processo chamado de 
clonagem. Um vetor é uma molécula de DNA à qual é ligado o fragmento de 
DNA a ser clonado. Vetores devem ser capazes de replicação autônoma em 
uma célula hospedeira; devem conter pelo menos uma sequência específica de 
nucleotídeos reconhecível por uma endonuclease de restrição; e devem conter 
pelo menos um gene que lhes confira a capacidade de serem selecionados, 
como um gene de resistência a antibiótico. Organismos procarióticos normal- 
mente contêm moléculas de DNA extracromossomais, pequenas e circulares, 
chamadas de plasmídeos, que podem servir como vetores. Eles podem ser 
rapidamente isolados de uma bactéria (ou construídos artificialmente), ligados 
ao DNA de interesse e introduzidos novamente na bactéria que vai se replicar, 
fazendo múltiplas cópias do plasmídeo híbrido. Uma biblioteca de DNA é uma 
coleção de fragmentos de restrição de DNA clonados de um organismo. Uma 
biblioteca genômica é uma coleção de fragmentos de DNA de fita dupla, obti- 
dos da digestão do DNA total do organismo com uma endonuclease de restrição 
e subsequente ligação a um vetor apropriado. Ela contém idealmente uma có- 
pia de cada sequência de nucleotídeos do DNA do genoma. Em contrapartida, 
bibliotecas de DNA complementar (DNAc) contêm somente sequências de 
DNA complementares às moléculas de RNA mensageiro processado (RNAm) 
presentes em uma célula e diferem de um tipo celular para outro e em diferentes 
condições ambientais. Como o DNAc não possui introns, ele pode ser clonado 
em um vetor de expressão, para a síntese de proteínas humanas por bactérias 
ou eucariotos. Fragmentos de DNA clonados e purificados podem ser sequen- 
ciados, por exemplo, utilizando-se o método de didesoxi de Sanger. Uma 
sonda é um pequeno pedaço de RNA ou de DNA de fita simples (geralmente 
marcado com um radioisótopo, como o “p ou com outro composto que possa 
ser reconhecido, como a biotina ou um corante fluorescente) que apresenta 
uma sequência de nucleotídeos complementar à molécula de DNA de interesse 








*N. de T. Brincadeira combinando as palavras em inglês para farmacêutico e fazenda, 
ou sítio (onde são criados os animais). 


Bioquímica Ilustrada 


508 





(DNA-alvo). Sondas podem ser utilizadas para identificar qual clone de uma 
biblioteca ou qual banda em um gel contém o DNA-alvo. A transferência de 
Southern é uma técnica que pode detectar sequências específicas, presentes 
no DNA. O DNA é clivado por meio de uma endonuclease de restrição, os frag- 
mentos são separados por eletroforese em gel e, a seguir, são desnaturados e 
transferidos para uma membrana de nitrocelulose para análise. O fragmento 
de interesse é detectado por meio de uma sonda. O genoma humano contém 
milhares de polimorfismos (variações da sequência de DNA em um determi- 
nado lócus). Polimorfismos podem ser resultantes de modificações em uma 
única base ou de repetições em tandem. Um polimorfismo pode servir como 
marcador genético e ser traçado em famílias. Um polimorfismo de compri- 
mento de fragmento de restrição (RFLP, do inglês restriction fragment length 
polymorphism) é uma variante genética que pode ser examinada pela clivagem 
do DNA em fragmentos de restrição, utilizando-se uma enzima de restrição. 
A substituição de uma base em um ou mais nucleotídeos em um sítio de res- 
trição pode tornar esse sítio irreconhecível por uma determinada endonuclease 
de restrição. Um novo sítio de restrição também pode ser criado pelo mesmo 
mecanismo. Em ambos os casos, a clivagem com a endonuclease resulta em 
fragmentos de comprimentos diferentes do normal, que podem ser detectados 
por hibridização do DNA com uma sonda. A análise de RFLP pode ser usada 
para diagnosticar doenças genéticas no feto no início da gestação. A reação 
em cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction), outro 
método para amplificação de uma sequência selecionada de DNA, não se ba- 
seia no método de clonagem biológica. Essa técnica permite a síntese, em pou- 
cas horas, de milhões de cópias de uma sequência nucleotídica específica. Ela 
pode amplificar a sequência, mesmo quando a sequência-alvo constitui menos 
de uma parte em um milhão da amostra total inicial. O método pode ser usa- 
do para amplificar sequências de DNA de qualquer fonte. Aplicações da PCR 
incluem 1) a comparação eficiente de um gene normal com a forma mutante 
do gene; 2) análise forense de amostras de DNA; 3) detecção de sequências 
pouco abundantes de ácidos nucleicos; e 4) diagnóstico pré-natal e detecção 
de portadores de determinados genes (p. ex., da fibrose cística). Os produ- 
tos da expressão gênica (RNAm e proteínas) podem ser medidos por técnicas 
como transferências de northern, semelhantes a transferências de Southern, 
mas nas quais a amostra contém uma mistura de moléculas de RNAm que são 
separadas por eletroforese e, após, hibridizadas com uma sonda radioativa; 
microarranjos são utilizados para determinar os diferentes padrões de expres- 
são gênica em dois tipos diferentes de células — por exemplo, células normais 
e cancerosas; ensaios imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA) e trans- 
ferências de Western (immunoblots) são utilizados para detectar proteínas 
específicas. A proteômica é o estudo de todas as proteínas expressas por um 
genoma. O objetivo da terapia gênica é a inserção de um gene normal clonado 
para substituir um gene defeituoso em uma célula somática, enquanto o obje- 
tivo da edição gênica é o reparo de um gene mutado. A inserção de um gene 
exógeno (transgene) nas células da linhagem germinativa de um animal cria um 
animal transgênico, que pode produzir proteínas com finalidades terapêuticas 
ou servir como modelo genético (knockin ou nocaute) para doenças humanas. 


< 











Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


34.1 Hindili é uma endonuclease de restrição. Qual das alter- 


nativas abaixo seria a mais provável sequência de reco- Resposta correta = C. A maioria das endonucleases de restrição re- 


nhecimento para essa enzima? 


conhecem palíndromos na fita dupla do DNA, e AAGCTT é o único 
palindromo entre as alternativas. Uma vez que apenas a sequência 


A. AAGAAG. de uma fita do DNA é fornecida, a sequência de bases da fita com- 
B. AAGAGA. plementar deve ser determinada. Para ser um palindromo, ambas as 
C. AAGCTT. fitas devem ter a mesma sequência quando lidas no sentido 5' 3". 
D. AAGGAA. Assim, o complemento de 5'-AAGCTT-3' também é 5'-AAGCTT-3". 
E. AAGTTC. 


504 


Denise R. Ferrier 





34.2 


34.3 


34.4 


34.5 


Um casal de judeus ashkenazi traz o filho de 6 meses 
para ser avaliado por apresentar letargia, controle defi- 
ciente da cabeça e olhar fixo. Foi diagnosticada doença 
de Tay-Sachs, uma doença autossômica recessiva da 
degradação dos lipídeos. O casal também tem uma filha. 
A árvore genealógica da família é mostrada abaixo, junta- 
mente com transferências de Southern de um polimorfis- 
mo de comprimento do fragmento de restrição, bastante 
relacionado ao gene da hexosaminidase A, que está de- 
ficiente na doença de Tay-Sachs. Qual das afirmações 
abaixo é mais correta com relação à filha? 


O 























Pai Mãe 
Filho Filha 

— — — |4kb 
— — — 3kb 





A. Ela tem 25% de chance de apresentar a doença de 
Tay-Sachs. 

B. Ela tem 50% de chance de apresentar a doença de 
Tay-Sachs. 

C. Ela tem a doença de Tay-Sachs. 

D. Ela é portadora da doença de Tay-Sachs. 

E. Ela é homozigota normal. 

Um médico gostaria de determinar os padrões globais 

de expressão gênica em dois tipos diferentes de células 

tumorais, a fim de desenvolver a forma mais apropriada 

de quimioterapia para cada paciente. Qual das seguintes 

técnicas seria mais apropriada para tal objetivo? 


A. Ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA). 
B. Microarranjos. 

C. Transferência de Northern. 

D. Transferência de Southern. 

E. Transferência de Western. 


Um bebê de 2 semanas de idade é diagnosticado com 
deficiência no ciclo da ureia. Análises enzimáticas mos- 
traram não haver atividade da ornitina-transcarbamoilase 
(OTC), uma enzima do ciclo da ureia. A análise molecular 
revelou que o RNA mensageiro (RNAm), produto do gene 
da OTC, era idêntico ao de um controle. Qual das técni- 
cas listadas abaixo mais provavelmente foi utilizada para 
analisar o RNAm? 


A. Terminação da cadeia usando didesoxi (método de 
Sanger). 

Transferência de Northern. 

Reação em cadeia da polimerase. 

Transferência de Southern. 

Transferência de Western. 


moDom 


Para o paciente da questão 34.4, qual fase do dogma 
central mais provavelmente foi afetada? 


Resposta correta = E. Uma vez que eles têm um filho com a doença, 
ambos, o pai e a mãe biológicos, devem ser portadores. O filho afe- 
tado deve ter herdado um alelo mutante de cada genitor. Como ele 
mostra somente uma banda de 3 kb na transferência de Southern, o 
alelo mutante para essa doença deve estar ligado à banda de 3 kb 
em cada genitor. O alelo normal deve estar ligado à banda de 4 kb e, 
uma vez que a filha herdou apenas esta banda, ela deve ser homozi- 
gota normal para o gene da hexosaminidase A. 


Resposta correta = B. A análise por microarranjos permite a determi- 
nação da produção de RNA mensageiro (RNAm) e, assim, da expres- 
são gênica, de milhares de genes simultaneamente. Uma transferên- 
cia de Northern mede somente a produção de RNAm de um gene de 
cada vez. Transferência de Western e ELISA medem a produção de 
proteínas (também expressão gênica), mas somente de um gene por 
vez. Transferências de Southern são usadas para analisar o DNA, e 
não a expressão gênica. 


Resposta correta = B. A transferência de Northern permite a análise 
do RNAm presente (expresso) em determinada célula ou determina- 
do tecido. A transferência de Southern é usada para análise do DNA, 
já a transferência de Western é usada para análise de proteinas. O 
método de didesoxi é usado para sequenciar o DNA. A reação em 
cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chain reaction) é 
usada para gerar múltiplas cópias idênticas de uma sequência de 
um DNA in vitro. 


Resposta correta = Tradução. O gene está presente e pode ser ex- 
presso, como observado pela produção normal do RNA mensageiro. 
A falta de atividade enzimática significa que algum aspecto da sínte- 
se proteica está afetado. 





Coagulação 
sanguínea 


I. VISÃO GERAL 





A coagulação sanguínea surgiu para deter rapidamente a hemorragia de um 
vaso sanguíneo lesionado, de forma a manter constante o volume de sangue 
(hemostasia). A coagulação é realizada por meio de vasoconstrição e da for- 
mação de um coágulo (trombo), que consiste em um tampão de plaquetas 
(hemostasia primária) e uma rede da proteína fibrina (hemostasia secundária), 
que estabiliza o tampão plaquetário. A coagulação ocorre pela associação 
das membranas na superfície das plaquetas e dos vasos sanguíneos lesio- 
nados (Fig. 35.1). (Nota: se a coagulação ocorrer dentro de um vaso intacto 
e obstruir o lúmen, impedindo o fluxo sanguíneo, uma condição conhecida 
como trombose, pode acarretar danos graves aos tecidos e até morte. Éo 
que ocorre, por exemplo, durante infarto do miocárdio [IM].) Processos que 
limitam a formação de coágulos à área da lesão e que removem o coágulo 
assim que a reparação é iniciada também têm um papel essencial na hemos- 
tasia. (Nota: discutir separadamente a formação do tampão plaquetário e da 
rede de fibrina facilita a apresentação desses processos compostos por múl- 
tiplos componentes e etapas. No entanto, os dois processos atuam juntos 
para manter a hemostasia.) 


ll. FORMAÇÃO DA REDE DE FIBRINA 





A formação da rede de fibrina envolve duas vias específicas que convergem 
para formar uma via comum (Fig. 35.2). Os componentes principais de cada 
via são proteínas (chamadas de fatores [F]) designadas por números roma- 
nos. Estes fatores são glicoproteínas sintetizadas e secretadas principalmen- 
te pelo fígado. (Nota: vários fatores também são conhecidos por nomes al- 
ternativos. Por exemplo, o fator X [FX], situado no ponto de convergência das 
vias, também é conhecido por fator Stuart.) 


A. Cascata proteolítica 


Dentro das vias, constitui-se uma cascata na qual as proteinas são 
convertidas da forma inativa, ou zimogênio, à forma ativa por clivagem 
proteolítica, sendo que o produto proteico de uma reação inicia outra 
reação. A forma ativa de um fator é indicada por um “a” minúsculo após 
o número. As proteínas ativas Fila, FVila, FiXa, FXa, FXla e FXlla são 
enzimas que funcionam como serina-proteases com especificidade se- 
melhante à tripsina, isto é, clivam uma ligação peptídica no terminal car- 
boxila de resíduos de arginina ou lisina de um polipeptídeo. Por exemplo, 





LÚMEN DO VASO 





Figura 35.1 

Um coágulo sanguíneo formado por 
um tampão de plaquetas ativadas e 

uma rede de fibrina no local de lesão 
de um vaso sanguíneo. 





Figura 35.2 
As três vias envolvidas na formação 
da rede de fibrina. F = fator; a = ativo. 


506 Denise R. Ferrier 








FXla 
/ SN 
nl 4 


E 
(fator de Christmas) i s—s -= 








Figura 35.3 

A ativação do FIX (fator de Christmas) 
via proteólise pela serina-protease 
FXla. (Nota: para alguns fatores, a 
ativação pode ocorrer por alteração 
conformacional.) F = fator; a = ativo; 
Arg = arginina. 
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Figura 35.4 

O Ca?* facilita a ligação dos fatores 
que contêm y-carboxiglutamato (Gla) 
aos fosfolipídeos da membrana. 

F = fator. 
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Figura 35.5 
Resíduo de Gla. 


o FIX (fator de Christmas) é ativado por clivagem na arginina 145 e na 
arginina 180, pelo FXla (Fig. 35.3). A cascata proteolítica resulta em au- 
mento significativo da velocidade, uma vez que uma protease ativa pode 
produzir muitas moléculas do seu produto ativo que, por sua vez, po- 
dem ativar muitas moléculas da proteína seguinte na cascata. Em alguns 
casos, a ativação pode ser causada por uma alteração conformacional 
na proteína, sem ocorrer proteólise. (Nota: proteínas não proteolíticas 
desempenham um papel acessório [cofatores] nas vias. FIII, FV e FVIII 
são proteínas acessórias.) 


Papel da fosfatidilserina e do cálcio 


A presença do fosfolipídeo fosfatidilserina (PS), carregado negativamen- 
te, e dos íons cálcio (Ca”), carregados positivamente, aumenta a veloci- 
dade de algumas reações da cascata de coagulação. 


1. Fosfatidilserina. A PS encontra-se localizada principalmente 
na face intracelular (citosólica) da membrana plasmática. (Nota: 
as flipases criam essa assimetria [ver pág. 205].) A sua exposi- 
ção sinaliza lesão nas células endoteliais que revestem os vasos 
sanguíneos. A PS também é exposta na superfície das plaquetas 
ativadas. 


2. Íons cálcio. O Ca” liga-se aos resíduos de y-carboxiglutamato 
(Gla) carregados negativamente, presentes em quatro serina-protea- 
ses da coagulação (FII, FVII, FIX e FX), facilitando a ligação destas 
proteínas aos fosfolipídeos expostos (Fig. 35.4). Os resíduos de Gla 
são bons quelantes de Ca?” devido aos seus dois grupos carboxi- 
lato adjacentes carregados negativamente (Fig. 35.5). (Nota: o uso 
de agentes quelantes, como citrato de sódio, para ligar o Ca? nos 
tubos ou bolsas de coleta de sangue previne a coagulação.) 


Formação de resíduos de y-carboxiglutamato 


y-Carboxilação é uma modificação pós-transcricional na qual os re- 
síduos de glutamato 9 a 12 (no terminal amino [N] da proteína-alvo) 
sofrem carboxilação no carbono y, formando os resíduos de Gla. Esse 
processo ocorre no retículo endoplasmático rugoso (RER) das células 
do fígado. 


1. y-carboxilação. Esta reação de carboxilação requer um subs- 
trato proteico, oxigênio (O,), dióxido de carbono (CO,), y-glutamil- 
carboxilase, e a vitamina K na forma hidroquinona como coenzima 
(Fig. 35.6). Nesta reação, a vitamina K hidroquinona é oxidada à sua 
forma epóxido enquanto o O, é reduzido a água. (Nota: a vitamina K 
obtida da dieta, lipossolúvel [ver pág. 393], é reduzida da forma qui- 
nona à forma de coenzima hidroquinona pela vitamina K-redutase 
[Fig. 35.7].) 


2. Inibição pela warfarina. A formação dos resíduos de Gla é sen- 
que inibe a enzima vitamina K epóxido-redutase (VKOR). Esta redu- 
tase, uma proteína integral da membrana do RER, é necessária para 
regenerar a forma hidroquinona funcional da vitamina K a partir da 
forma de epóxido gerada na reação de y-carboxilação. Portanto, a 
warfarina é um anticoagulante que inibe a coagulação, funcionando 
como um antagonista da vitamina K. Sais de warfarina são usados 
terapeuticamente para prevenir a formação de coágulos. (Nota: 
a warfarina é usada comercialmente como agente de controle de 
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Figura 35.6 


y-Carboxilação de um resíduo de glutamato (Glu) a y-carboxiglutamato (Gla) pela vitamina K, o que requer 
y-glutamilcarboxilase. O carbono y é mostrado em azul. O, = oxigênio; CO, = dióxido de carbono. 


pragas, como em veneno de rato. Foi desenvolvida pela Wisconsin 
Alumni Research Foundation, o que explica o seu nome.) 


a N 
Diferenças genéticas (genótipos) no gene da subunidade 1 catalítica do 
VKOR (VKORC1) influenciam a resposta do paciente à warfarina. Por 
exemplo, um polimorfismo (ver pág. 491) na região promotora des- 
se gene diminui a sua expressão, levando à diminuição na sintese de 
VKOR, sendo necessária uma menor dose de warfarina para atingir um 
efeito terapêutico. Polimorfismos no gene da enzima citocromo P450 
(CyP2C9), que metaboliza a warfarina, também são conhecidos. Em 
2010, a agência americana de vigilância sanitária (U.S. Food and Drug 
Administration) adicionou uma tabela de dosagem baseada no genótipo 
na bula da warfarina. O estudo da influência da genética na resposta do 
indivíduo a um fármaco é conhecido como farmacogenética. 


< A 














D. Vias 


Três vias distintas estão envolvidas na formação da rede de fibrina: a via 
extrínseca, a via intrínseca e a via comum. A produção do FXa pelas vias 
extrínseca e intrínseca inicia a via comum (ver Fig. 35.2). 


1. Extrínseca. Esta via envolve uma proteína, o fator tecidual (TF, do 
inglês tissue factor), que não está presente no sangue mas passa 
a estar exposta quando os vasos sanguíneos sofrem lesão. O TF 
(ou FIII) é uma glicoproteína transmembrana, abundante no suben- 
dotélio vascular; é uma proteína acessória extravascular, não uma 
protease. Qualquer lesão que exponha o FIII no sangue inicia rapi- 
damente (em segundos) a via extrínseca (ou via do TF). Uma vez ex- 
posto, o TF liga-se a uma proteína circulante que contém Gla, o FVII, 
ativando-o por meio de uma mudança conformacional. (Nota: o FVII 
também pode ser ativado por meio de proteólise, pela trombina [ver 
item 3, abaixo].) A ligação do FVII ao TF necessita da presença de 
Ca? e fosfolipídeos. O complexo TF-FVila liga-se ao FX, ativando-o 
por proteólise (Fig. 35.8). Portanto, a ativação do FX pela via ex- 
trínseca ocorre associada à membrana celular. A via extrínseca é 
rapidamente inativada pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI, 
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Figura 35.7 
Ciclo da vitamina K. VKOR = vitamina 
K epóxido-redutase. 
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Via extrínseca ou via do fator tecidual 

(TF, do inglês tissue factor). A ligação 

do FVII ao TF (FIII) exposto ativa 

o FVII. (Nota: a via é rapidamente b. 
inibida pelo inibidor da via do fator 

tecidual (TFPI, do inglês tissue factor 

pathway inhibitor).) F = fator; 

Gla = y-carboxiglutamato; 

Ca” = cálcio; PL = fosfolipídeo; 

a = ativo. 
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Figura 35.9 

Fase de ativação do FX da via 
intrínseca. (Nota: o fator de von 
Willebrand [VWF] estabiliza o FVIII na 
circulação.) Gla = y-carboxiglutamato; 
PL = fosfolipídeo; a = ativo; F = fator; 
Ca” = cálcio. 


do inglês tissue factor pathway inhibitor); este liga-se ao complexo 
TF-FVila e, de forma dependente do FXa, impede a produção sub- 
sequente deste fator. (Nota: o TF e o FVII são fatores exclusivos da 
via extrínseca.) 


Intrínseca. Todos os fatores proteicos envolvidos na via intrínseca 
estão presentes no sangue e são, portanto, intravasculares. A via 
intrínseca envolve duas fases: a fase de contato e a fase de ativação 
do FX, ambas com deficiências conhecidas. 


Fase de contato. Esta fase resulta na ativação do FXII (fa- 
tor Hageman), por alteração conformacional resultante da liga- 
ção a uma superfície carregada negativamente. A deficiência 
do FXII (ou de outras proteínas desta fase, cininogênio de alto 
peso molecular ou pré-calicreína) não resulta em hemorragia, o 
que leva a questionar a importância desta fase para a coagula- 
ção. No entanto, a fase de contato desempenha uma função na 
inflamação. (Nota: o FXII pode ser ativado por proteólise pela 
trombina [ver item 3, abaixo)). 


Fase de ativação do fator X. A sequência de eventos que 
leva à ativação do FX a FXa pela via intrínseca é iniciada pelo 
FXila (Fig. 35.9). O FXIla ativa o FXI, e o FXla ativa o FIX, uma 
serina-protease que contém Gla. O FlXa combina-se com 
o FVIlla (uma proteína acessória presente no sangue), e este 
complexo ativa o FX, outra serina-protease que contém Gla. 
(Nota: o complexo contendo FiXa, FVllla e FX forma-se em re- 
giões expostas da membrana, carregadas negativamente, e o 
FX é ativado a FXa. Este complexo é, por vezes, denominado 
complexo Xase. A sua ligação aos fosfolipídeos da membrana 
requer Ca”.) 


Deficiência do fator XII. A deficiência do FXII não acarreta 
distúrbios hemorrágicos, uma vez que o FXI, a proteína seguin- 
te na cascata, pode ser ativado por meio de proteólise pela 
trombina (ver item 3, abaixo). 


Hemofilia. A hemofilia é uma coagulopatia, isto é, um distúr- 
bio na capacidade de coagulação. A hemofilia A, que repre- 
senta 80% dos casos de hemofilia, resulta de deficiência do 
FVIII, enquanto deficiência do FIX causa hemofilia B. Essas 
deficiências são caracterizadas por diminuição ou atraso na ca- 
pacidade de coagulação e/ou pela formação de coágulos anor- 
malmente friáveis (facilmente fragmentados). As manifestações 
clínicas podem ser, por exemplo, sangramento nas articulações 
(Fig. 35.10). A extensão da deficiência de cada fator determina 
a gravidade da doença. O tratamento atual para a hemofilia é 
a terapia de reposição do fator, usando FVIII ou FIX obtidos 
de sangue humano combinado ou sintetizados por técnicas 
de DNA recombinante; no entanto, existe a possibilidade de o 
organismo desenvolver anticorpos contra os fatores. A terapia 
gênica é uma meta para o tratamento da doença. Visto que os 
genes para ambas as proteínas estão localizados no cromos- 
somo X, a hemofilia é uma doença ligada ao cromossomo X. 
(Nota: a deficiência do FXI resulta em um distúrbio hemorrágico 
que, por vezes, é referido como hemofilia C.) 
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A inativação da via extrínseca pelo TFPI torna o indivíduo dependente 
da via intrínseca para a produção continuada de FXa, o que explica por 
que indivíduos com hemofilia sangram mesmo tendo a via extrínseca 
intacta. 





3. Comum. O FXa produzido pelas vias intrínseca e extrínseca inicia 
a via comum, uma sequência de reações que resulta na geração de 
fibrina (Fla), como mostrado na Figura 35.11. O FXa associa-se ao 
FVa (uma proteína acessória presente no sangue) e, na presença de 
Ca” e fosfolipídeos, forma um complexo ligado à membrana conhe- 
cido como protrombinase. Este complexo cliva a protrombina (FII) 
em trombina (Fila). (Nota: o FVa potencializa a atividade proteolítica 
do FXa.) A ligação de Ca” aos resíduos de Gla do FII facilita a liga- 
ção deste à membrana e ao complexo protrombinase, e sua subse- 
quente clivagem a Fila. A clivagem remove as regiões que contêm 
Gla, liberando o Fila da membrana e assim deixando-o livre para 
ativar o fibrinogênio (FI) presente na circulação. (Nota: este é o único 
exemplo de clivagem de uma proteína Gla que resulta na liberação 
do peptídeo que contém estes resíduos. O peptídeo é transportado 
até ao fígado, onde se acredita que atua como um sinal para aumen- 
tar a produção das proteínas de coagulação.) Inibidores diretos do 
FXa foram aprovados para uso clínico como anticoagulantes orais. 
Ao contrário da warfarina, estes têm efeito mais rápido e meia-vida 
mais curta, e não necessitam de monitoramento de rotina. 








Figura 35.10 

Sangramento agudo nos espaços 
articulares (hemartrose) em um 
indivíduo com hemofilia. 


























a 
Uma mutação pontual comum (G20210A), na qual uma adenina (A) é 
substituída por uma guanina (G) no nucleotídeo 20210 na região não 
codificante 3' do gene do FII, leva ao aumento dos níveis sanguíneos 
deste fator, o que resulta em trombofilia, uma condição caracterizada 
pelo aumento da tendência de coagulação sanguínea. 
va 
Protrombina (FI) 
Via intrínseca fo) 
“z-a A 
Ca 
EM R 
rage siinseca Trombina (Fila) + peptídeo contendo Gla 
Fibrinogênio (FI) > k Fibrina (Fla) 
Figura 35.11 


Geração de fibrina pelo FXa e a via comum. F = fator; Gla = y-carboxiglutamato; PL = fosfolipídeo; a = ativo; 
Ca” = cálcio. 
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Figura 35.12 

Conversão do fibrinogênio em fibrina 
e formação do coágulo de fibrina 
frouxo. (Nota: D e E referem-se aos 
domínios globulares da proteína.) 


Clivagem de fibrinogênio a fibrina. O FI é uma glicoproteína 
solúvel produzida pelo fígado. Consiste em um dímero de três ca- 
deias polipeptídicas diferentes [(aBy),] ligadas pelos N-terminais 
por meio de ligações dissulfito. Os N-terminais das cadeias a e 
B formam “tufos” no centro dos três domínios globulares (Fig. 
35.12). Os “tufos” são carregados negativamente, o que resulta 
em repulsão entre as moléculas de FI; a trombina (Fla) cliva-os 
(liberando os fibrinopeptídeos A e B), e o FI converte-se em Fla. 
Devido à perda de carga, os monômeros de Fla passam a ser 
capazes de associar-se de forma não covalente em uma matriz 
“desorganizada”, formando um coágulo frouxo (solúvel) de fibrina. 


Ligação cruzada da fibrina. As moléculas de Fla associadas 
são ligadas covalentemente de forma cruzada, convertendo o 
coágulo frouxo em um coágulo firme (insolúvel). O FXIlla, uma 
transglutaminase, liga covalentemente o grupo y-carboxamida 
de um resíduo de glutamina de uma molécula de Fla ao grupo 
£-amino de um resíduo de lisina de outra molécula, formando 
uma ligação isopeptídica e liberando amônia (Fig. 35.13). (Nota: 
O FXIll também é ativado pela trombina.) 


Importância da trombina. A ativação do FX pela via extrínseca 
proporciona a “faísca” FXa que resulta na ativação inicial da trom- 
bina. O Fila, então, ativa fatores das vias comum (FV, FI, FXIII), 
intrínseca (FXI, FVIII) e extrínseca (FVII) (Fig. 35.14). Este fator tam- 
bém ativa o FXII, da fase de contato. Assim, a via extrínseca inicia 
a coagulação por meio da geração de FXa, e a via intrínseca am- 
plifica e mantém a coagulação após a inibição da via extrínseca 
pelo TFPI. (Nota: hirudina, um peptídeo secretado pela glândula 
salivar das sanguessugas medicinais, é um potente inibidor dire- 
to da trombina [DTI, do inglês direct thrombin inhibitor]. Hirudina 
recombinante injetável foi aprovada para uso clínico. Dabigatrana 
é um DTI oral.) Outros pontos de cruzamento entre as vias da 
coagulação ocorrem pela ativação da via intrínseca mediada pelo 
complexo FVila-TF e pela ativação da via extrínseca mediada pelo 
FXlla. O processo completo da coagulação sanguínea fisiológica 
resultando na formação do coágulo de fibrina firme é mostrado na 
Figura 35.15. Os fatores da cascata de coagulação organizados 
por função são mostrados na Figura 35.16. 
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ppa aa ma FVIII FVilla FXI FXla 
Figura 35.13 
Ligação cruzada da fibrina. O FXIlla catalisa a formação de ligações Figura 35.14 


isopeptídicas covalentes entre os resíduos de lisina e glutamina. 


F = fator; NH, = amônia. 


A importância da trombina na formação 
do coágulo de fibrina. a = ativo; F = fator. 
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A 
Via intrínseca (amplifica, mantém) Via extrínseca (inicia) 
FXIL —> FXila =m ma um 
— = - — 
FVIII ——> FVllla 
Protrombina (FII) —————> Trombina (Fila ) + peptídeo Gla 
Ca”, PL 
Fibrinogênio (FI) ——— Fibrina (Fla) + fibrinopeptídeos 
Fil 
hexa + em 
Coágulo de fibrina (ligação cruzada) 
Figura 35.15 
Cenário completo da coagulação sanguínea fisiológica via formação de um coágulo de fibrina ligada por meio de 
ligações cruzadas (coágulo firme). a = ativo; F = fator; TF = fator tecidual; TFPI = inibidor da via do fator tecidual; 
PL = fosfolipídeo; Ca” = cálcio; Gla = y-carboxiglutamato. 
q Serii t 
Existem testes clínicos laboratoriais disponíveis para avaliar a ativida- AD a XI 
de da via extrínseca até a via comum (tempo de protrombina [TP], que 1l, VII, 1X, X, XI, XI 
usa tromboplastina e é expresso como razão normalizada internacional 
[INR] e da via intrínseca até a via comum (tempo de tromboplastina par- Proteases contendo Gla 
cial ativada [TTPa]). A tromboplastina é a combinação de fosfolipídeos + 1, VII, 1X, X 
FIII. Um derivado, a tromboplastina parcial, contém apenas a porção de N 
fosfolipídeos porque o FIII não é necessário para ativar a via intrínseca. Proteínas acessórias 
Wo 1il, V, VII 
Figura 35.16 


Il. LIMITAÇÃO DA COAGULAÇÃO 





A capacidade de restringir a coagulação a áreas lesionadas (anticoagulação) 
e de remover coágulos uma vez que os processos de reparação são inicia- 
dos (fibrinólise) são aspectos extremamente importantes da hemostasia. Es- 
sas ações são efetuadas por proteínas que inativam fatores de coagulação, 
ligando-se a estes e removendo-os da circulação ou degradando-os, e por 
proteínas que degradam a rede de fibrina. 


A. Proteínas inativadoras 


Proteínas sintetizadas pelo fígado e pelos próprios vasos sanguíneos 
contrabalançam a necessidade de formar coágulos em áreas lesionadas 
dos vasos com a necessidade de restringir a sua formação à área da 
lesão. 


1. Antitrombina. Antitrombina Ill (ATIII), também conhecida sim- 
plesmente como antitrombina (AT), é uma proteína hepática que 
circula no sangue. Essa proteína inativa o Fila livre ligando-se a 
este e transportando-o até ao fígado (Fig. 35.17). Assim, a ATIII 


Fatores proteicos da cascata de 
coagulação, organizados por função. 
A forma ativa é indicada por um “a” 
após o número. (Nota: o cálcio é o IV, 
e não existe VI. O | [fibrina] não é uma 
protease nem uma proteína acessória. 
XIII é uma transglutaminase.) 

Gla = y-carboxiglutamato. 
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ATIII, hepari 
Fila Teba FII-ATIll-heparina —————> FI-ATII + heparina 
(no sangue) (para o fígado) 

Figura 35.17 


Inativação do Fila (trombina) pela ligação da antitrombina III (ATIII) e transporte para o fígado. (Nota: a heparina 
aumenta a afinidade da ATIII pelo Fila.) a = ativo; F = fator. 





Fibrinogênio =————=> Fibrina (Fla) 


A Trombomodulina 


Proteína C ativada 
Proteina C ——> (APC) (Gla) 


— Proteína S 


(Gla) 
Complexo APC 


Produtos 
FVa, FVllla => peptídicos 











Figura 35.18 

Formação e ação do complexo APC. 
Gla = y-carboxiglutamato; a = ativo; 
F = fator. 


2. 


remove o Fila do sangue, impedindo-o de participar da coagula- 
ção. (Nota: a ATIII é um inibidor de serina-protease, ou “serpin.” O 
“serpin” contém uma alça reativa à qual se liga uma protease es- 
pecífica. Uma vez ligada, a protease cliva uma ligação peptídica no 
“serpin”, causando uma alteração conformacional que aprisiona a 
enzima em um complexo covalente. a,-Antitripsina [ver pág. 50] 
também é um “serpin”.) A afinidade da ATIII pelo FIIA é significa- 
tivamente aumentada quando a ATIII se liga a heparina, um glico- 
saminoglicano intracelular (ver pág. 159) liberado pelos mastócitos 
associados aos vasos sanguíneos, em resposta a uma lesão. A 
heparina, um anticoagulante, é usada terapeuticamente para ini- 
bir a formação de coágulos. (Nota: diferentemente do anticoagu- 
lante warfarina, que apresenta um efeito lento, meia-vida longa e 
é administrado oralmente, a heparina tem efeito rápido, meia-vida 
curta e requer administração intravenosa. Os dois medicamentos 
costumam ser usados concomitantemente no tratamento [e na 
prevenção] da trombose.) A ATIII também inativa o FXa e as restan- 
tes serina-proteases da coagulação, FiXa, FXla, FXlla e o comple- 
xo FVila-TF. (Nota: a ATIII liga-se a um pentassacarídeo específico 
contido na forma oligossacarídeo da heparina. A inibição do Fila 
requer o oligossacarídeo, enquanto a inibição do FXa necessita 
apenas do pentassacarídeo. Fondaparinux, uma versão sintética 
do pentassacarídeo, é usada clinicamente para inibir o FXa.) 


Complexo proteína C-proteína S: A proteína C, uma proteína 
circulante que contém Gla, produzida no fígado, é ativada pelo 
complexo Flila-trombomodulina. Trombomodulina, uma glicopro- 
teína integral da membrana das células endoteliais, liga-se ao Fila, 
diminuindo a sua afinidade pelo fibrinogênio e aumentando a sua 
afinidade pela proteína C. A proteína C ligada à proteína S, que tam- 
bém contém Gla, forma o complexo da proteina C ativada (APC, do 
inglês activated protein C), que cliva as proteínas acessórias FVa 
e FVllla, necessárias para atingir a atividade máxima do FXa (Fig. 
35.18). A proteína S auxilia a fixação do APC no coágulo. A trom- 
bomodulina, então, modula a atividade da trombina, convertendo-a 
de proteína da coagulação a proteína envolvida com a anticoagu- 
lação, limitando a extensão da coagulação. O fator V de Leiden é 
uma forma mutante do FV (a glutamina é substituída por arginina na 
posição 506), resistente ao APC. É a causa hereditária mais comum 
de trombofilia nos Estados Unidos, apresentando maior frequência 
na população caucasiana. Indivíduos heterozigotos têm sete vezes 
mais risco de ter trombose venosa, e homozigotos, até 50 vezes 
mais. (Nota: mulheres com o FV de Leiden apresentam risco ainda 
maior de ter trombose durante a gravidez ou quando estão tomando 
estrogênio.) 
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A trombofilia (estado hipercoagulante) pode resultar da deficiência das 
proteínas C, S e ATIII; da presença de FV de Leiden e de anticorpos 
antifosfolipídeos; e da produção excessiva de FII (mutação G202104). 
(Nota: um trombo formado nas veias profundas da perna [trombose 
venosa profunda, ou TVP] pode causar embolismo pulmonar [EP] se o 
coágulo [ou uma parte deste] se romper, se deslocar até aos pulmões e 
bloquear a circulação.) 





B. Fibrinólise 


Coágulos são remendos temporários que devem ser removidos assim 
que o reparo da lesão é iniciado. O coágulo de fibrina é clivado pela 
proteína plasmina, gerando produtos da degradação da fibrina (Fig. 
35.19). (Nota: o dímero D, um produto da degradação da fibrina pela 
ação da plasmina, que contém dois domínios D com ligação cruzada 
entre si, pode ser dosado para avaliar a extensão da coagulação [ver 
Fig. 35.12].) A plasmina é uma serina-protease gerada a partir do plas- 
minogênio por ativadores do plasminogênio. Secretado pelo fígado na 
circulação, o plasminogênio liga-se ao Fla e é incorporado nos coágulos 
à medida que estes se formam. O ativador do plasminogênio tecidual 
(TPA, t-PA), produzido pelas células endoteliais vasculares e secretado 
na sua forma inativa em resposta ao Fila, torna-se ativo quando ligado a 
Fla-plasminogênio. Uma vez ligados, a plasmina e o TPA, são protegidos 
dos seus inibidores, «,-antiplasmina e inibidores do ativador de plasmi- 
nogênio, respectivamente. Assim que o coágulo de fibrina é dissolvido, 
a plasmina e o TPA, ficam acessíveis aos seus inibidores. Em pacientes 
com IM ou acidente vascular encefálico isquêmico, TPA sintetizado por 
técnicas de DNA recombinante é usado comercialmente a fim de induzir 
fibrinólise terapêutica; a remoção mecânica do coágulo (trombectomia) 
também é possível. (Nota: a urocinase é um ativador do plasminogênio 
[u-PA] produzido por vários tecidos; foi originalmente isolada da urina. A 
estreptocinase [oriunda de bactérias] ativa ambas as formas do plasmi- 
nogênio, tanto livre quanto ligado à fibrina.) 





O plasminogênio contém motivos estruturais conhecidos como “domí- 
nios kringle”, que medeiam as interações proteína-proteína. A lipopro- 
teína (a) [Lp(a)] também contém esses domínios, pelo que compete com 
o plasminogênio pela ligação ao Fla. O potencial para inibir a fibrinólise 
pode ser a base para a associação de níveis elevados de Lp(a) com ris- 
co de doença cardiovascular aumentado (ver pág. 236). 





IV. FORMAÇÃO DO TAMPÃO PLAQUETÁRIO 





As plaquetas (trombócitos) são pequenos fragmentos de megacariócitos, 
desprovidos de núcleo, que aderem ao colágeno exposto do endotélio dani- 
ficado, tornam-se ativos e se agregam formando um tampão plaquetário (Fig. 
35.20; ver também Fig. 35.1). A formação do tampão plaquetário é referida 
como hemostasia primária por ser a primeira resposta ao sangramento. Em 
um adulto normal, existem 150.000 a 450.000 plaquetas por uL de sangue; 
o seu tempo de vida é de cerca de 10 dias, após o qual são captadas pelo 
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PRP ada | A | 








Figura 35.19 

Fibrinólise. (Nota: a plasmina 
ligada à fibrina está protegida do 
seu inibidor.) TPA = ativador do 
plasminogênio tecidual; i = inativo; 
a = ativo; PAI = inibidor do ativador 
de plasminogênio. 
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Figura 35.20 

Comparação do tamanho de 
plaquetas, eritrócitos 

e de um leucócito. 
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Colágeno do 
subendotélio exposto VWF 








Figura 35.21 

Adesão de plaquetas via ligação do receptor de 
glicoproteína Ib (GPIb) ao fator de von Willebrand (VWF). 
O VWF liga-se ao colágeno exposto no local da lesão. 





Trombina ligada a receptor ativado por protease 
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Figura 35.22 

Ativação de plaquetas pela trombina (Nota: receptores 
ativados por proteases são um tipo de receptor acoplado a 
uma proteína G.) PIP, = fosfatidilinositol bisfosfato; 

DAG = diacilglicerol; IP, = inositol trisfosfato; Ca” = cálcio; 
TXA, = tromboxano A,; ADP = difosfato de adenosina; 
PDGF = fator de crescimento derivado das plaquetas; 
VWF = fator de von Willebrand; F = fator. 





fígado e baço para serem destruídas. Existem testes 
clínicos laboratoriais disponíveis para determinar o nú- 
mero e a atividade das plaquetas. 


A. Adesão 


A adesão das plaquetas ao colágeno exposto nos 
locais lesionados dos vasos é mediada por uma 
proteína, o fator de von Willebrand (VWF), que se 
liga ao colágeno. As plaquetas ligam-se ao VWF 
por meio da glicoproteína Ib (GPlb), componente 
de um complexo receptor de membrana (GPIb- 
—V-IX), localizado na superfície das plaquetas (Fig. 
35.21). A ligação ao VWF detém as plaquetas, 
impedindo-as de seguir adiante. (Nota: a deficiên- 
cia do receptor de VWF resulta na sindrome de 
Bernard-Soulier, um distúrbio que apresenta dimi- 
nuição da adesão das plaquetas.) O VWF é uma 
glicoproteína liberada pelas plaquetas, embora 
também seja produzida e secretada pelas células 
endoteliais. Além de mediar a ligação das plaque- 
tas ao colágeno, o VWF também se liga ao FVIII 
no sangue, estabilizando-o. A deficiência de VWF 
resulta na doença de von Willebrand (VWD), a co- 
agulopatia hereditária mais comum. A VWD ocorre 
pela diminuição da ligação das plaquetas ao co- 
lágeno e pela deficiência do FVIII (devido ao au- 
mento da sua degradação). As plaquetas também 
se ligam diretamente ao colágeno por meio da 
glicoproteína VI (GPVI), um receptor de membra- 
na. Uma vez aderidas, as plaquetas são ativadas. 
(Nota: as lesões no endotélio também expõem o 
FIII, desencadeando a via extrínseca de coagula- 
ção sanguínea e a ativação do FX [ver Fig. 35.8].) 


B. Ativação 


Uma vez aderidas às áreas lesionadas, as plaque- 
tas são ativadas. A ativação de plaquetas envolve 
alterações morfológicas (formato) e degranulação, 
o processo pelo qual as plaquetas secretam o 
conteúdo dos seus grânulos de armazenamento a 
e ô (ou densos). As plaquetas ativadas expõem PS 
na sua superfície; a externalização da PS é me- 
diada por uma enzima ativada pelo Ca?*, conheci- 
da como scramblase, que reverte a assimetria da 
membrana criada pelas flipases (ver pág. 205). A 
trombina é um dos ativadores de plaquetas mais 
potentes. O Fila liga-se e ativa receptores ativa- 
dos por proteases, um tipo de receptor acoplado 
à proteína G (GPCR, do inglês G protein-coupled 
receptor), na superfície das plaquetas (Fig. 35.22). 
Fila está associado principalmente a proteínas G, 
(ver pág. 205), resultando na ativação da fosfolipa- 
se C e no consequente aumento dos níveis de dia- 
cilglicerol (DAG) e inositol trisfosfato (IP.). (Nota: a 
trombomodulina, por meio da sua ligação ao Fila, 
diminui a disponibilidade deste para ativar as pla- 
quetas [ver Fig. 35.18].) 
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1. Degranulação. O DAG ativa a proteina-cinase C, uma reação- 
-chave para a degranulação. O IP, causa a liberação de Ca” (dos 
grânulos densos) que, por sua vez, ativa a fosfolipase A,, enzima 
que cliva fosfolipídeos da membrana, liberando ácido araquidônico, 
o substrato da cicloxigenase-1 (COX-1), para a síntese de trombo- 
xano A, (TXA,) nas plaquetas ativadas (ver pág. 214). O TXA, causa 
vasoconstrição, aumenta a degranulação e liga-se aos GPCR, le- 
vando à ativação adicional de plaquetas. Lembre-se que o ácido 
acetilsalicílico inibe irreversivelmente a COX e, consequentemente, 
a síntese de TXA,, sendo, portanto, um fármaco antiplaquetário. A 
degranulação também resulta na liberação de serotonina e difosfato 
de adenosina (ADP, do inglês adenosine diphosphate) dos grânulos 
densos; a serotonina causa vasoconstrição. O ADP também se liga 
aos GPCR, ativando plaquetas adicionais. (Nota: alguns fármacos 
antiplaquetários, como clopidogrel, são antagonistas do receptor de Plaqueta ativada 
ADP) Entre as proteínas liberadas pelos grânulos a, encontram-se (forma esférica com pseudópodes) 
o fator de crescimento derivado de plaquetas (envolvido na cicatri- 
zação de feridas), o VWF e os fatores FV, FXIII e FI. (Nota: o fator de 
ativação de plaquetas [PAF, do inglês platelet-activating factor], um Figura 35.23 
éter fosfolipídeo [ver pág. 202] sintetizado por vários tipos de célu-  Plaquetas ativadas sofrem mudança 
las, incluindo células endoteliais e plaquetas, liga-se a receptores de de formato iniciada por cálcio (Ca”*). 
PAF [GPCR] na superfície das plaquetas, ativando-as.) 


Plaqueta inativa 
(forma de disco) 














2. Alterações morfológicas. A mudança no formato das plaquetas 
ativadas, da forma de disco para a forma esférica com estruturas 
semelhantes a pseudópodes, facilitando as interações entre plaque- 
tas e entre as plaquetas e a superfícies dos vasos (Fig. 35.23), é 
iniciada pela liberação de Ca” dos grânulos densos. O Ca” ligado 
à calmodulina (ver pág. 133) medeia a ativação da cinase da cadeia 
leve da miosina que fosforila a cadeia leve da miosina, resultando na 
reorganização significativa do citoesqueleto plaquetário. 


C. Agregação 


As mudanças dramáticas nas plaquetas resultantes da ativação levam 
à sua agregação. Mudanças estruturais em um receptor de super- 
fície (GPllb/llla) expõem os sítios de ligação do fibrinogênio. A liga- 
ção entre moléculas de FI conecta as plaquetas ativadas (Fig. 35.24), 
sendo um único Fl capaz de ligar duas plaquetas. O FI é convertido 
a Fla pelo Fila e, depois, ligado covalentemente de forma cruzada 
pelo FXllla proveniente do sangue e das plaquetas. (Nota: a exposi- 
ção de PS na superfície das plaquetas ativadas permite a formação 
do complexo Xase [Villa, IXa, X e Ca?'] e subsequente formação de 
FXa e geração de Fila.) A formação de fibrina (hemostasia secundária) 
fortalece o tampão plaquetário. (Nota: defeitos raros no receptor de FI 
das plaquetas resultam na trombastenia de Glanzmann [função pla- 
quetária prejudicada], enquanto a produção de anticorpos contra esse 
receptor é a causa da trombocitopenia imune [diminuição do número 
de plaquetas]. 





monocamada de células endoteliais separando a parede vascular intac- 
ta do sangue, impedindo o contato do sangue com o colágeno; 2) as 
células endoteliais sintetizam prostaglandina l, (PGI, ou prostaciclina) e 
óxido nítrico, que causam vasodilatação; e 3) as células endoteliais têm 
ADPase na superfície, enzima que converte ADP em monofosfato de 


A ativação desnecessária das plaquetas é evitada porque 1) existe uma 
adenosina (AMP, do inglês adenosine monophosphate). 
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GPib VWF | Colágeno exposto do subendotélio 





Figura 35.24 

Ligação de plaquetas pelo fibrinogênio por meio do receptor de glicoproteína (GP) llb/llla. (Nota: o formato das 
moléculas de fibrinogênio representa os dois domínios D e o domínio E.) GPIb = receptor de glicoproteína Ib; 
VWF = fator de von Willebrand. 
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V. RESUMO DO CAPÍTULO 





A formação de coágulos sanguíneos (coagulação) tem como função parar rapidamente a hemorragia causada pela lesão 
a um vaso sanguíneo, de forma a manter constante o volume sanguíneo (hemostasia). A coagulação é atingida por meio da 
formação de um coágulo (trombo), que consiste em um tampão de plaquetas e uma rede constituída pela proteina fibrina 
(Fig. 35.25). 

A formação da rede de fibrina pela cascata de coagulação envolve as vias extrínseca e intrínseca (e seus fatores proteicos 
[F] associados), que convergem no FXa para iniciar a via comum. Muitos dos fatores proteicos são serina-proteases com 
especificidade semelhante à tripsina. O cálcio liga-se aos resíduos de y-carboxiglutamato (Gla) carregados negativamente, 
presentes em certas proteases da coagulação (FII, FVII, FIX e FX), facilitando a ligação destas proteinas à fosfatidilserina 
carregada negativamente que fica exposta nos locais lesionados e na superfície das plaquetas. A y-glutamilcarboxilase e a 
sua coenzima, a vitamina K hidroquinona, são necessárias para a formação dos resíduos de Gla. Nesta reação, a vitamina K é 
oxidada à sua forma epóxido não funcional. A warfarina, um análogo sintético da vitamina K usado clinicamente para reduzir 
a coagulação, inibe a enzima vitamina K epóxido-redutase, responsável por regenerar a forma reduzida funcional da vitamina 
K. A via extrínseca é iniciada pela exposição, no subendotélio vascular, do FIII (fator tecidual [TF]), uma proteína acessória. 
O TF exposto liga-se a uma proteína circulante que contém Gla, o FVII, ativando-o por meio de uma mudança conformacional. 
O complexo TF-FVila liga-se e ativa o FX por proteólise. O FXa vindo da via extrínseca possibilita a produção de trombina 
pela via comum que, então, ativa componentes da via intrínseca. A via extrínseca é rapidamente inibida pelo inibidor da via 
do fator tecidual. A via intrínseca é iniciada pelo FXlla. O FXlla ativa o FXI e o FXla, por sua vez, ativa o FIX. O FIXa combina- 
-se com o FVllla (uma proteína acessória), e este complexo ativa o FX. A deficiência do fator FVIII resulta em hemofilia A, 
enquanto a deficiência do FIX resulta em hemofilia B, que é menos comum. O FXa associa-se ao FVa (uma proteina acessória), 
formando a protrombinase que cliva a protrombina (FIl) em trombina (Fila). A trombina, então, cliva o fibrinogênio em fibrina 
(Fla). Os monômeros de fibrina associam-se, formando um coágulo de fibrina solúvel (frouxo). As moléculas de fibrina são 
ligadas de forma cruzada pelo FXllla, uma transglutaminase, formando um coágulo de fibrina insolúvel (firme). Proteínas 
sintetizadas pelo fígado e pelos próprios vasos sanguíneos contrabalançam a coagulação com anticoagulação. Antitrombina 
HI, um inibidor de serina-protease, ou “serpin”, liga-se à trombina, removendo-a do sangue. A sua afinidade pela trombina é 
aumentada pela heparina, usada terapeuticamente para inibir a formação de coágulos. A proteína C, uma proteína que contém 
Gla, é ativada pelo complexo trombina-trombomodulina. A trombomodulina diminui a afinidade da trombina pelo fibrinogê- 
nio, convertendo-o de proteína da coagulação em proteína da anticoagulação. A proteína C, em complexo com a proteína S 
(uma proteína que contém Gla), forma o complexo da proteína C ativada (APC, do inglês activated protein C), que cliva as 
proteínas acessórias FVa e FVilla. O FV de Leiden, resistente ao APC, causa a condição trombofílica hereditária mais comum 
nos Estados Unidos. O coágulo de fibrina é clivado (fibrinólise) pela proteína plasmina, uma serina-protease gerada a partir do 
plasminogênio por ativadores do plasminogênio como o ativador do plasminogênio tecidual (TPA, t-PA). TPA recombinante 
é usado clinicamente. 

A lesão penetrante (ferimento) de um tecido danifica os vasos sanguíneos e expõe o colágeno. As plaquetas (trombócitos) 
aderem ao colágeno exposto, são ativadas e agregam-se formando um tampão plaquetário. A adesão é mediada pelo fator 
de von Willebrand (VWF). O VWF liga-se ao colágeno, e as plaquetas ligam-se ao VWF por meio da glicoproteína Ib (GPIb), 
integrante de um complexo na superfície das plaquetas. A deficiência do VWF resulta na doença de von Willebrand, a coagu- 
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Figura 35.25 
Mapa de conceitos-chaves da coagulação sanguínea. a = ativo; F = fator; Ca” = cálcio. 
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lopatia hereditária mais comum. Uma vez aderidas, as plaquetas são ativadas. A ativação das plaquetas envolve alterações 
no formato (da forma de disco para a forma esférica com pseudópodes) e degranulação, o processo pelo qual as plaquetas 
liberam o conteúdo dos seus grânulos de armazenamento. A trombina é o ativador de plaquetas mais potente; a sua ligação é 
mediada por receptores acoplados à proteína G ativados por proteases, presentes na superfície das plaquetas. As plaquetas 
ativadas liberam substâncias que causam vasoconstrição (serotonina e tromboxano A, [TXA,)), recrutam e ativam outras 
plaquetas (ADP e TXA,) e promovem a formação do coágulo de fibrina (FV, FXIII e fibrinogênio). A ativação também causa 
alterações nas plaquetas que levam à sua agregação. Mudanças estruturais em um receptor de superfície (GPllb/llla) expõem 
o sítio de ligação do fibrinogênio; as moléculas deste composto ligam as plaquetas ativadas entre si. O fibrinogênio é ativado a 
fibrina pela trombina e, depois, ligado de forma cruzada pelo FXllla, oriundo da circulação e também das plaquetas. O tampão 
plaquetário inicial, pouco firme (hemostasia primária), é fortalecido pela rede de fibrina (hemostasia secundária). Distúrbios 
nas plaquetas e nas proteínas da coagulação podem resultar em perturbações na capacidade de coagulação. O tempo de 
protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) são testes clínicos laboratoriais usados para avaliar a 
atividade da cascata de coagulação. 








Questões para estudo 





Escolha a MELHOR resposta. 


Nas questões 31.1 a 31.5, faça corresponder o fator proteico da 


coagulação (F) mais apropriado a cada descrição. Respostas corretas = B, J, H, D, E. A trombina (FII) é gerada pela via 


comum e ativa componentes das três vias da cascata de coagula- 


A. FI. F FVII. ção. O FXIII, uma transglutaminase, liga covalentemente e de forma 
EB. FE. G. FIX. cruzada monômeros de fibrina, convertendo o coágulo solúvel em 
C. FI. H. FX. insolúvel. A geração de FXa pelas vias intrínseca e extrínseca inicia a 
D. FV. k FXI. via comum. O FV aumenta a atividade do FXa; este fator é uma das 
E. FVII. J. FXII. três proteinas acessórias (não proteases); as outras são o FIII (fator 


tecidual) e o FVIII (que forma um complexo com o FIX para ativar o 
FX). O FVII, uma serina-protease que contém y-carboxiglutamato, 
forma um complexo com o FIII, na via extrinseca. 


35.1 Este fator ativa componentes das vias intrínseca, extrin- 
seca e comum. 


35.2 Este fator converte o coágulo solúvel em coágulo insolú- 
vel. 


35.3 Este fator inicia a via comum. 


35.4 Este fator é uma proteína acessória que potencializa a 
atividade do fator Xa. 


35.5 Este fator é uma serina-protease da via extrínseca que 





contém y-carboxiglutamato. 


35.6 Qual paciente apresentaria o tempo de protrombina inal- 
terado e o tempo de tromboplastina parcial ativada pro- 
longado? 


Um paciente em terapia com ácido acetilsalicílico. 
Um paciente em estágio final de doença hepática. 
Um paciente com hemofilia. 

Um paciente com trombocitopenia. 


DOM > 


Resposta correta = C. O tempo de protrombina (TP) mede a ativida- 
de da via extrínseca até a via comum, enquanto o tempo da trom- 
boplastina parcial ativada (TTPa) mede a atividade da via intrínseca 
até a via comum. Pacientes com hemofilia apresentam deficiências 
do FVIII (hemofilia A) ou do FIX (hemofilia B), componentes da via 
comum, mas têm a via extrínseca intacta. Portanto, o TP não é afeta- 
do, enquanto o TTPa é prolongado. Pacientes em terapia com ácido 
acetilsalicílico ou pacientes com trombocitopenia têm alterações na 
função e no número de plaquetas, respectivamente, mas não apre- 
sentam alterações nas proteínas da cascata de coagulação; portanto, 
ambos TP e TTPa encontram-se inalterados. Pacientes em estágio 
final de doença hepática têm diminuição da capacidade de produzir 
proteínas coagulantes, pois apresentam TP e TTPa prolongados. 


Bioquímica Ilustrada 





35.7 


35.8 


35.9 


35.10 


35.11 


Qual das seguintes condições pode ser descartada em 
um paciente com trombofilia? 


Deficiência de antitrombina III. 
Deficiência de FIX. 

Deficiência de proteína C. 
Excesso de protrombina. 
Expressão de FV de Leiden. 


moop 


As diretrizes atuais para o tratamento de pacientes com 
acidente vascular encefálico isquêmico agudo (aciden- 
te vascular encefálico causado pela obstrução, por um 
coágulo sanguíneo, dos vasos que irrigam o encéfalo) 
incluem a recomendação de administrar ativador do 
plasminogênio tecidual (TPA) logo após o surgimento dos 
primeiros sintomas. O principio básico para essa reco- 
mendação é que o TPA ativa: 

A. A antitrombina III. 

B. O complexo da proteína C ativada. 

C. O receptor do fator de von Willebrand. 

D. Aserina-protease que degrada a fibrina. 

E. Trombomodulina. 


A adesão, ativação e agregação de plaquetas fornece o 
tampão inicial em locais lesionados nos vasos. Qual das 
seguintes afirmações sobre a formação do tampão pla- 
quetário está correta? 


A. As plaquetas ativadas sofrem uma alteração de for- 
mato que diminui a sua área de superfície. 

B. Nos vasos intactos, a formação do tampão plaque- 
tário é prevenida pela produção de tromboxano A, 
pelas células endoteliais. 

C. A fase de ativação requer a produção de monofosfa- 
to cíclico de adenosina (AMPc). 

D. A fase de adesão é mediada pela ligação das pla- 
quetas ao fator de von Willebrand por meio da glico- 
proteína lb. 

E. A trombina ativa as plaquetas por meio da ligação a 
um receptor acoplado à proteína G ativado por pro- 
tease, levando à ativação da proteina-cinase A. 

A síndrome nefrótica é uma doença renal caracterizada 
pela perda de proteínas na urina (> 3 g/dia), acompa- 
nhada por edema. A perda de proteínas resulta em um 
estado hipercoagulante. A trombofilia observada nesta 
sindrome pode ser explicada pela excreção de qual das 
seguintes proteínas? 

A. Antitrombina III. 

B. FV. 

C. FVII. 

D. Protrombina. 

Uma terapia racional para hemofilia B deveria bloquear a 
ação de qual das seguintes proteínas? 

FIX. 

FXII. 

Proteína C. 

Inibidor da via do fator tecidual. 


gomp 


Resposta correta = B. Deficiências sintomáticas dos fatores de coa- 
gulação resultam em capacidade diminuída de coagulação (coagu- 
lopatia). A trombofilia, no entanto, é caracterizada por aumento da 
tendência de coagulação. As alternativas A, C, D e E resultam em 
trombofilia. 


Resposta correta = D. O TPA converte o plasminogênio em plas- 
mina. A plasmina (uma serina-protease) degrada a rede de fibrina, 
removendo a obstrução ao fluxo sanguineo. A antitrombina Ill, asso- 
ciada à heparina, liga-se à trombina e transporta-a até ao fígado, di- 
minuindo a sua disponibilidade no sangue. O complexo da proteina 
C ativada degrada as proteínas acessórias FV e FVIII. O receptor 
plaquetário do fator de von Willebrand não é afetado pelo TPA. A 
trombomodulina liga-se à trombina, diminuindo a sua ativação do 
fibrinogênio e aumentando a sua ativação da proteína C, converten- 
do-a de proteína da coagulação em proteina anticoagulante. 


Resposta correta = D. A fase de adesão da formação do tampão 
plaquetário é iniciada pela ligação do fator de von Willebrand a um 
receptor (glicoproteína Ib) na superfície das plaquetas. O forma- 
to destas é alterado da forma de disco para a forma esférica com 
pseudópodes, o que aumenta a sua área de superfície. O trombo- 
xano A,, sintetizado pelas plaquetas, leva à ativação de plaquetas 
e vasoconstrição. Difosfato de adenosina (ADP, do inglês adenosine 
diphosphate), liberado pelas plaquetas ativadas, ativa outras plaque- 
tas. A trombina atua principalmente por meio de receptores acopla- 
dos a proteínas G, que levam à ativação da fosfolipase C. 


Resposta correta = A. A antitrombina III (ATIII) inibe a ação da trom- 
bina (Flla), uma proteína coagulante contendo Gla, que ativa as vias 
extrínseca, intrínseca e comum. A excreção de ATIII na síndrome ne- 
frótica permite a ação contínua do Fila, resultando em um estado 
hipercoagulante. As restantes alternativas de resposta são proteínas 
necessárias para a coagulação; a sua excreção na urina diminuiria 
a coagulação. 


Resposta correta = D. A hemofilia B é uma coagulopatia causada 
pela diminuição da produção de trombina pela via comum, resultan- 
te de deficiência do FIX da via intrínseca. Uma vez que a via extrínse- 
ca também pode levar à produção de trombina, bloquear o inibidor 
desta via (inibidor da via do fator tecidual) deveria, em princípio, au- 
mentar a produção de trombina. 
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35.12 


35.13 


35.14 


35.15 


35.16 


Os pais de uma bebê recém-nascida não autorizam a 
administração de uma injeção de vitamina K, que é re- 
comendada logo após o parto para prevenir a hemorra- 
gia associada à deficiência de vitamina K, causada pelos 
baixos níveis desta vitamina em recém-nascidos. Qual 
dos seguintes fatores proteicos envolvidos na coagula- 
ção teria a sua atividade diminuída com a deficiênci: 
vitamina K? 

A. FV. 

B. FVII. 

C. FXI. 

D. FXII. 

E. FXII. 


A trombina, produzida pela via comum da coagulação, 
tem atividade pró e anticoagulante. Qual das seguintes é 
uma atividade anticoagulante da trombina? 


Ativar o FXII. 

Ligar-se à trombomodulina. 

Aumentar a produção de óxido nítrico. 
Inibiro FV e o FVIII. 

Inibir a ativação de plaquetas. 

Bloquear o inibidor da via do fator tecidual. 





mmDOm > 


Um estudante está revisando o uso do tempo de pro- 
trombina (TP) e do tempo de tromboplastina parcial ati- 
vada (TTPa) para avaliar a suspeita de deficiência de uma 
proteína da coagulação. Qual dos seguintes resultados 
seria correto no caso de deficiência do FXIII? 


A. O tempo de protrombina e o tempo de tromboplasti- 
na parcial ativada encontram-se diminuídos. 

B. O tempo de protrombina e o tempo de tromboplasti- 
na parcial ativada encontram-se aumentados. 

C. O tempo de protrombina e o tempo de tromboplasti- 
na parcial ativada encontram-se inalterados. 

D. Apenas o tempo de protrombina é afetado. 

E. Apenas o tempo de tromboplastina parcial ativada é 
afetado. 


Por que indivíduos com síndrome de Scott, uma doença 
rara causada por mutações na scramblase nas plaque- 
tas, têm tendência a sangrar? 


Vários dias após terem realizado uma desinfestação para 
ratos na sua casa, os pais de uma menina de 3 anos de 
idade ficaram preocupados com a suspeita de que ela 
poderia estar ingerindo os grânulos de veneno. Após en- 
trarem em contato com a linha de atendimento a intoxi- 
cações, eles a levaram para o pronto-socorro. As análi- 
ses sanguíneas mostraram que o tempo da protrombina 
e da tromboplastina parcial ativada se encontravam au- 
mentados e que a concentração de FII, FVII, FIX e FX se 
encontrava diminuída. Por que a administração de vita- 
mina K seria uma abordagem racional para o tratamento 
desta paciente? 


Resposta correta = B. O FVII é uma proteína coagulante que con- 
tém y-carboxiglutamato (Gla). A síntese de resíduos de Gla pela 
-glutamilcarboxilase necessita de vitamina K como coenzima. FII, 
FIX e FX, bem como as proteínas C e S que limitam a coagulação, 
também contêm resíduos de Gla. As outras alternativas não contêm 
resíduos de Gla. 


Resposta correta = B. A trombina ligada à trombomodulina ativa a 
proteína C, que degrada as proteínas acessórias FV e FVIII, inibindo 
a coagulação. A ativação do FXIII pela trombina fortalece o coágulo 
de fibrina. Óxido nítrico, um vasodilatador produzido pelas células 
endoteliais, diminui a formação de coágulos; este composto não é 
afetado pela trombina. A trombina é um ativador potente de plaque- 
tas. Bloqueio do inibidor da via do fator tecidual levaria a aumento 
da coagulação. 


Resposta correta = C. O FXIIl é uma transglutaminase que liga de 
forma cruzada as moléculas de fibrina do coágulo frouxo para formar 
um coágulo firme. A sua deficiência não afeta os testes de TP ou de 
TTPa. (Nota: a atividade desse fator pode ser avaliada por meio de 
um teste de solubilidade do coágulo.) 


A scramblase move a fosfatidilserina (PS) do folheto citosólico para 
o folheto extracelular da membrana plasmática das plaquetas, per- 
turbando a distribuição assimétrica dos fosfolipídeos da membrana 
criada pelas flipases dependentes de ATP (movem a PS do folheto 
extracelular para o citosólico) e pelas flopases (movem fosfatidil- 
colina [PC] no sentido oposto). A presença de PS na face externa 
da membrana das plaquetas fornece um sítio para os fatores coa- 
gulantes interagirem e ativarem a trombina. Se a scramblase está 
inativa, a PS não se encontra acessível a esses fatores, resultando 
em hemorragia. 


Muitos venenos para roedores são superwarfarinas, fármacos que 
têm meia-vida longa no organismo. A warfarina inibe a y-carboxi- 
lação (produção de resíduos de y-carboxiglutamato, ou Gla), e as 
proteínas relatadas como diminuídas são as proteases da cascata 
de coagulação que contêm Gla (Nota: as proteínas C e S anticoa- 
gulantes também contêm Gla.) Já que a warfarina funciona como 
antagonista da vitamina K, a administração de vitamina K é uma 
abordagem racional para o tratamento. 





APÊNDICE 
Casos clínicos 


I. CASOS INTEGRATIVOS 





As vias metabólicas, inicialmente apresentadas isoladamente, estão, de fato, unidas 
para formar uma rede interconectada. Os quatro estudos de caso integrativos a seguir 
ilustram como uma perturbação em um único processo pode resultar em perturbações 
em outros processos da rede. 


CASO 1: DOR TORÁCICA 





Apresentação do paciente: BJ, um homem de 35 anos de idade com dor torácica 
subesternal grave com duração de 2 horas, é levado de ambulância ao hospital local 
às 5h da manhã. A dor é acompanhada de dispneia (falta de ar), diaforese (sudação) 
e náuseas. 


História clínica: BJ relata episódios de dor torácica de esforço nos últimos meses, 
porém menos graves e de curta duração. Ele fuma (2 a 3 maços por dia), bebe álcool 
apenas raramente, segue uma dieta “típica” e caminha com a esposa principalmente 
nos fins de semana. Sua pressão sanguínea é normal. A história familiar revela que seu 
pai e sua tia paterna morreram de doença cardíaca aos 45 e 39 anos, respectivamente. 
Sua mãe e seu irmão mais novo (31 anos de idade) têm boa saúde. 


Exame físico (achados relevantes): BJ está pálido, com sudorese e angustiado 
pela dor torácica. A pressão arterial e a frequência respiratória estão elevadas. Obser- 
vam-se depósitos de lipídeos na periferia de suas córneas (arco corneal; ver imagem 
da esquerda) e sob a pele nas pálpebras e ao redor delas (xantelasmas; ver imagem à 
direita). Não são detectados depósitos nos tendões (xantomas). 


Arco corneal 





Resultados dos testes laboratoriais: o eletrocardiograma de BJ é consistente com 
um infarto do miocárdio (IM). A angiografia revela áreas de estenose (estreitamento) 
grave de várias artérias coronárias. Os resultados clinicolaboratoriais iniciais incluem 
o seguinte: 
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Paciente Valores de referência 

Troponina + 0 
Colesterol total 365 mg/dL (E) < 200 
Lipoproteína de baixa densidade 304 mg/dL (E) < 130 
(LDL) — colesterol 

Lipoproteína de alta densidade 38 mg/dL (B) >45 
(HDL) — colesterol 

Triglicerídeos (triacilgliceróis) 115 mg/dL < 150 


E = Elevado; B = Baixo. (Nota: BJ estava em jejum por cerca de 8 horas antes da 
coleta sanguínea.) 


Diagnóstico: IM, necrose irreversível (morte) do músculo cardíaco secundária à is- 
quemia (diminuição do suprimento sanguíneo), é causada pela oclusão (bloqueio) de 
um vaso sanguíneo mais comumente por um coágulo de sangue (trombo). BJ poste- 
riormente teve o diagnóstico de hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigótica, tam- 
bém conhecida como hiperlipidemia de tipo lla. 


Tratamento imediato: BJ recebeu O,, um vasodilatador, medicação para dor e 
medicamentos para dissolver coágulos sanguíneos (trombolíticos) e reduzir a coagu- 
lação (anticoagulantes). 


Tratamento a longo prazo: fármacos que reduzem os lipídeos (p. ex., estatinas de 
alta potência, sequestrantes de ácidos biliares [AB] e niacina); ácido acetilsalicílico 
diário; B-bloqueadores; e aconselhamento sobre nutrição, exercício e cessação do 
tabagismo seriam parte de um plano de tratamento a longo prazo. 





Dicas de nutrição: as recomenda- | Genética: a HF pode ser causada por 


ções dietéticas para indivíduos com HF 
heterozigótica incluem limitação de gor- 
duras saturadas para < 7% do total de 
calorias e de colesterol a < 200 mg/dia, e 
adicionando fibra solúvel (10 a 20 g/dia) 
e esteróis vegetais (2 g/dia) devido aos 
seu efeito hipocolesterolêmico. A fibra 
aumenta a excreção de AB. Isto resulta 
em aumento da captação hepática de 
LDL rico em colesterol para fornecer o 
substrato necessário para síntese de AB. 
Os esteróis das plantas diminuem a ab- 
sorção de colesterol no intestino. 








centenas de mutações diferentes no gene 
para o receptor LDL (no cromossomo 19) 
que afetam a quantidade e/ou a função do 
receptor. HF é uma doença autossômica do- 
minante em que os indivíduos homozigotos 
são mais afetados do que os heterozigotos. 
HF heterozigótica tem uma incidência de 
aproximadamente 1:500 na população em 
geral. Está associada a um risco aumentado 
de doença cardiovascular. A triagem gené- 
tica dos parentes de primeiro grau do pa- 
ciente BJ identificaria os indivíduos afetados 
que poderiam ser tratados. 





QUESTÕES DE REVISÃO: escolha a MELHOR resposta. 





QR1. Os triacilgliceróis são lipídeos que têm glicerol em sua estrutura. Qual dos se- 
guintes é também um lipídeo derivado do glicerol? 





A. Gangliosídeo GM, 
B. Fosfatidilcolina 
C. Prostaglandina PGI, 
D. Esfingomielina 
E. Vitamina D 
QR2. As estatinas são benéficas para pacientes com hipercolesterolemia porque 
elas: 


A. diminuem a velocidade de um passo regulatório e limitante da velocidade 
na biossíntese de novo de colesterol, pela inibição da hidroximetilglutaril- 
-coenzima A (HMG-CoA)-redutase. 

B. diminuem a expressão de genes para o receptor de LDL, por prevenir o 
movimento da proteína-2 de ligação ao elemento regulador de esterol (PLE- 
RE-2) no complexo com a proteína ativadora da clivagem do PLERE (PAC) 
da membrana do retículo endoplasmático para a membrana do aparelho de 
Golgi. 

C. aumentam a oxidação do colesterol a CO, + H,O. 
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QR3. 


QR4. 


QR5. 


QR6. 


D. interferem na absorção de sais biliares na circulação êntero-hepática, fazen- 
do com que o fígado use o colesterol do sangue para uso na sintese de AB. 

E. reduzem o colesterol por aumentarem a síntese de hormônios esteroides e 
vitamina D. 

As estatinas são inibidores competitivos da HMG-CoA-redutase. Qual das se- 

guintes afirmações sobre inibidores competitivos está correta? 

A. Os inibidores competitivos são exemplos de inibidores irreversíveis. 

B. Os inibidores competitivos aumentam tanto a constante de Michaelis (K,,) 
quanto a velocidade máxima (V mą) aparentes. 

C. Os inibidores competitivos aumentam o K,, aparente e não têm efeito sobre 
a Vá 

D. Os inibidores competitivos diminuem o K, aparente e a V „a aparente. 

E. Os inibidores competitivos não têm efeito sobre o K, e diminuem a V 
aparente. 


Em um IM, um coágulo de sangue se forma como resultado da lesão de um 
vaso sanguíneo, o que leva à produção de um tampão de plaquetas e uma ma- 
Iha de fibrina. O coágulo oclui o vaso sanguíneo, evitando o fluxo sanguíneo e, 
portanto, o aporte de O,. A lise do coágulo (trombólise) restaura o fluxo sanguí- 
neo. Qual dos seguintes compostos é um exemplo de um agente trombolítico? 
Complexo de proteina C ativada 

Antitrombina III 

Ácido acetilsalicílico 

Fator XIII 

Heparina 

Ativador de plasminogênio tecidual 

Vitamina K 

Warfarina 


Ionmoon> 


A diminuição da perfusão tecidual resulta em hipóxia (diminuição da disponibi- 

lidade de O,). Em relação à normóxia, na hipóxia: 

A. a cadeia de transporte de elétrons será ativada para fornecer prótons para 
a síntese de ATP. 

B. a relação entre a forma oxidada de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 

(NAD') e a forma reduzida (NADH) aumentará. 

o complexo piruvato-desidrogenase estará ativo. 

o processo de fosforilação a nível de substrato será aumentado no citosol. 

o ciclo do ácido cítrico será ativado para fornecer os equivalentes redutores 

necessários para que a fosforilação oxidativa ocorra. 


O rastreio genético dos familiares de primeiro grau de BJ seria realizado por 
análise de mutação por meio de amplificação baseada em reação em cadeia 
da polimerase seguida do sequenciamento automatizado da região promotora 
e dos 18 éxons do gene do receptor de LDL. Este processo envolveria: 
geração e uso de DNA complementar (DNAc). 

início da síntese de DNA com didesoxinucleotídeos. 

isolamento de DNA genômico de células germinativas. 

uso de nucleotídeos marcados com fluorescência. 


mo o 


vom» 


QUESTÕES PARA PENSAR 





ri. 


QP2. 


QP3. 


ars. 


Em relação a um indivíduo com defeito familiar de receptores LDL, qual seria o fe- 
nótipo esperado em um indivíduo com defeito familiar de apolipoproteína B-100? 
E com a apolipoproteina E-2, a isoforma que pouco se liga ao seu receptor? 


Por que o ácido acetilsalicílico foi prescrito? Dica: qual a via do metabolismo 
lipídico afetada pelo ácido acetilsalicílico? 


O músculo cardíaco normalmente usa o metabolismo aeróbio para atender às 
suas necessidades energéticas. No entanto, na hipóxia, a glicólise anaeróbia é 
aumentada. Qual ativador alostérico da glicólise é responsável por esse efeito? 
Em hipóxia, qual será o produto final da glicólise? 


Uma das razões para incentivar a cessação do tabagismo e o exercício para BJ 
é que essas mudanças aumentam o nível de HDL. O HDL elevado reduz o risco 
de doença coronariana. Como um aumento das HDL reduz o risco de doença 
coronariana? 
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CASO 2: HIPOGLICEMIA GRAVE POR JEJUM 





Apresentação do paciente: JS é um menino de 4 meses de idade, cuja mãe está 
preocupada com os movimentos de “espasmos” que ocorrem logo antes das refei- 
ções. Ela diz ao pediatra que os movimentos começaram cerca de uma semana atrás, 
são mais evidentes pela manhã e desaparecem pouco depois da alimentação. 


História clínica: JS nasceu de parto normal, sem intercorrências durante a gesta- 
ção. Parecia normal ao nascimento. Em suas tabelas de crescimento, ele esteve no 
percentil 30 para peso e comprimento desde o nascimento. Suas imunizações estão 
atualizadas. JS alimentou-se pela última vez há algumas horas. 


Exame físico (achados relevantes): JS está sonolento e com a pele úmida ao to- 
que. Sua taxa respiratória está elevada. Sua temperatura é normal. JS tem um abdome 
protuberante e firme que não parece ser flácido. Seu fígado é palpável 4 cm abaixo da 
borda costal direita e é liso. Os rins estão aumentados e simétricos. 


Resultados dos testes laboratoriais: 


Paciente Valores de referência 

Glicose 50 mg/dL (B) 60-105 
Lactato 3,4 mmol/L (E) 0,6-3,2 
Urato 5,6 mg/dL (E) 2,4-5,4 
Colesterol total 220 mg/dl (E) <170 
Triglicerídeos (triacilgliceróis) 280 mg/dL (E) <90 

pH 7,30 (B) 7,35-7,45 
HCO; 12mEgA (B) 19-25 


E = Elevado; B = Baixo. 


JS é enviado para o hospital infantil regional para posterior avaliação. Estudos de ul- 
trassom confirmam hepatomegalia e nefromegalia sem evidência de tumores. É rea- 
lizada biópsia hepática que mostra os hepatócitos distendidos. A coloração do te- 
cido hepático revela grandes quantidades de lipídeos (principalmente triacilglicerol) 
e carboidratos. O glicogênio do fígado apresenta-se em quantidade elevada e com 
estrutura normal. O ensaio enzimático com homogeneizado de fígado tratado com 
detergente revela uma atividade diminuída (< 10%) da glicose 6-fosfatase, uma enzima 
da membrana do retículo endoplasmático (RE) hepático e renal. 


Diagnóstico: JS tem deficiência de glicose-6-fosfatase (doença de armazenamento 
de glicogênio tipo la [DAG la], doença de von Gierke). 


Tratamento (imediato): JS recebeu glicose por via intravenosa, e seu nível de glico- 
se no sangue aumentou para a faixa normal. No entanto, à medida que o dia avançava, 
o nível caiu muito abaixo do normal. A administração de glucagon não afetou os níveis 
de glicose no sangue, mas aumentou o lactato sanguíneo. Os níveis de glicose no 
sangue de JS puderam ser mantidos por infusão constante de glicose. 





Dicas de nutrição: a terapia nutricional | Genética: DAG la é um distúrbio autos- 


médica a longo prazo para JS é projetada 
para manter seus níveis de glicose no san- 
gue normais. São recomendadas alimenta- 
ção frequente (a cada 2 a 3 horas) durante 
o dia, rica em carboidratos (fornecidas por 
amido de milho não cozido que é hidroli- 
sado lentamente) e a infusão nasogástrica 
noturna (assistida por bomba). É recomen- 
dável evitar a frutose e a galactose porque 
são metabolizados em intermediários glico- 
líticos e lactato, o que pode agravar os pro- 
blemas metabólicos. São prescritos tam- 
bém suplementos de cálcio e vitamina D. 








sômico recessivo causado por > 100 mu- 
tações conhecidas no gene da glicose-6- 
-fosfatase, localizado no cromossomo 
17. Tem uma incidência de 1:100.000 e 
representa cerca de 25% de todos os ca- 
sos de DAG nos Estados Unidos. É uma 
das poucas causas genéticas de hipogli- 
cemia em recém-nascidos. DAG la não é 
rastreada rotineiramente em recém-nasci- 
dos. (Nota: a deficiência da translocase, 
que transfere a glicose-6-fosfato para o 
RE, é a causa da DAG Ib. Ocorre hipogli- 
cemia e neutropenia.) 
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QUESTÕES DE REVISÃO: escolha a MELHOR resposta. 





QR1. JS é hipoglicêmico porque: 

A. aglicose livre (não fosforilada) não pode ser produzida a partir da glicoge- 
nólise ou da gliconeogênese como resultado da deficiência de glicose-6- 
-fosfatase. 

B. a glicogênio-fosforilase está desfosforilada e inativa, e o glicogênio não 
pode ser degradado. 

C. a lipase sensível a hormônio está desfosforilada e inativa, e os substratos 
de ácidos graxos para a gliconeogênese não podem ser gerados. 

D. a diminuição da razão insulina/glucagon aumenta os transportadores de 
glicose no fígado e nos rins, resultando em aumento da captação da glico- 
se sanguínea. 

QR2. Foram prescritos para JS suplementos de cálcio, porque acidose crônica 
pode causar desmineralização óssea, resultando em osteopenia. A vitamina D 
(1,25-diOH-D,) também foi prescrita, pois ela: 

A. liga-se aos receptores de membrana acoplados à proteína G, e provoca 
um aumento do inositol-trisfosfato com liberação de cálcio dos estoques 
intracelulares. 

B. não pode ser sintetizada por seres humanos e, portanto, deve ser fornecida 
na dieta. 

C. é uma vitamina lipossolúvel que aumenta a absorção intestinal de cálcio. 

D. é a coenzima-grupo prostético para a calbindina, um transportador de cál- 
cio no intestino. 


O 
» 

(a 

fo) 

v 

5 
> 
fo 
q 

E 
< 

fo) 

q 

q 

D 

[7 

fo) 

u 

N 
w 


QR3. A hepatomegalia e a nefromegalia observadas em JS são principalmente resul- 
tado de um aumento na quantidade de glicogênio armazenado nesses órgãos. 
Qual é a base para o acúmulo de glicogênio nesses órgãos? 
A. Aglicólise está diminuída, e direciona glicose para a glicogênese. 
B. Aoxidação aumentada de ácidos graxos poupa a glicose para a glicogênese. 
C. Glicose-6-fosfato é um ativador alostérico da enzima glicogênio sintase b. 
D. O aumento da razão insulina/glucagon favorece a glicogênese. 





QR4. A glicose-6-fosfatase é uma proteína integral da membrana do RE. Qual das 
seguintes afirmações sobre essas proteínas está correta? 
A. Se glicosilada, o carboidrato está na porção da proteína que se estende no 
citosol. 
São sintetizadas em ribossomos que estão livres no citosol. 
O domínio transmembrana consiste em aminoácidos hidrofílicos. 
O sinal inicial de direcionamento é uma sequência sinalizadora hidrofóbica 
na porção aminoterminal. 


vom 


QUESTÕES PARA PENSAR 





QP1. Qual é a provável razão dos movimentos de contração de JS? 


QP2. Por que o homogeneizado de fígado foi tratado com detergente? Dica: pense 
sobre onde a enzima está localizada. 


QP3. Por que o nível de glicose no sangue da JS não é afetado pelo glucagon? Dica: 
qual é o papel do glucagon em indivíduos normais que experimentam uma que- 
da na glicemia? 

QP4. Por que o urato e o lactato estão elevados em um distúrbio do metabolismo do 
glicogênio? Dica: é o resultado de uma diminuição do fosfato inorgânico (Pi), 
mas por que Pi diminuiu? 

QP5. A. Por que os triacilgliceróis e o colesterol estão elevados? Dica: a glicose é a 

principal fonte de carbono para a sua síntese. 
B. Por que os corpos cetônicos não estão elevados? 


CASO 3: HIPERGLICEMIA E HIPERCETONEMIA 





Apresentação do paciente: MW, uma mulher de 40 anos de idade, foi levada ao 
hospital pelo marido, apresentando um estado de desorientação e confusão mental. 
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História clínica: como observado em seu bracelete de alerta médico, MW tem dia- 
betes melito tipo 1 (DM1) há 24 anos. Seu marido relata que esta é sua primeira emer- 
gência médica em dois anos. 


Exame físico (achados relevantes): MW apresentava sinais de desidratação (como 
mucosas e pele secas, turgor de pele diminuído e baixa pressão arterial) e acidose 
(como respiração profunda e rápida [respiração de Kussmaul)). Sua respiração tinha 
um odor levemente frutado. Sua temperatura era normal. 


Resultados dos testes laboratoriais: testes rápidos de rotina foram fortemente 
positivos para glicose e acetoacetato e negativos para proteinas. Os resultados nos 
exames de sangue realizados pelo laboratório clínico são mostrados abaixo: 


Paciente Valores de referência 
Glicose 414 mg/dL (23 mmol/L) (E) 70-99 (3,9-5,5) 
Ureia 8 mmol/L (E) 2,5-6,4 
3-Hidroxibutirato 350 mg/dL (E) 0-3 
HCO; 12 mmol/L (B) 22-28 
Na” 136 mmol/L 138-150 
K 5,3 mmol/L 3,5-5,0 
cr 102 mmol/L 95-105 
pH 7,1 (B) 7,35-7,45 


E = Elevado; B = Baixo. 


O exame microscópico de sua urina revelou uma infecção do trato urinário (ITU). 


Diagnóstico: MW está com cetoacidose diabética (CAD) precipitada pela ITU. [Nota: 
diabetes aumenta o risco de infecções como ITU.] 


Tratamento imediato: MW foi reidratada com solução salina normal por via intra- 
venosa (IV). Ela também recebeu insulina IV. Glicemia, corpos cetônicos e eletrólitos 
foram periodicamente medidos. Antibiótico foi iniciado para tratar a ITU. 


Tratamento a longo prazo: o diabetes aumenta o risco de complicações macrovas- 
culares (como doença arterial coronariana e acidente vascular cerebral) e complica- 
ções microvasculares (como retinopatia, nefropatia e neuropatia). O acompanhamento 
contínuo dessas complicações deve ser feito. 


Prognóstico: o diabetes é a sétima principal causa de morte por doença nos Esta- 
dos Unidos. Os indivíduos com diabetes têm uma expectativa de vida reduzida em 
relação àqueles sem diabetes. 





Dicas de nutrição: a monitoração da inges- | Genética: a destruição autoimune 
tão total de carboidratos é crucial para o con- | de células B pancreáticas é caracte- 
trole da glicose sanguínea. Os carboidratos | rística de DM1. Entre os loci genéticos 
devem vir de grãos integrais, vegetais, legu- | que conferem risco para DM1, a re- 
mes e frutas. Os produtos lácteos com baixo | gião do antígeno leucocitário humano 
teor de gordura, as nozes e os peixes ricos | (HLA) presente no cromossomo 6 tem 
em ácidos graxos w-3 são recomendados. A | a associação mais forte. A maioria dos 
ingestão de gorduras saturadas e trans deve | genes nessa região está envolvida na 
ser minimizada. resposta autoimune. 














QUESTÕES DE REVISÃO: escolha a MELHOR resposta. 





QR1. Qual das seguintes afirmações sobre DM1 está correta? 
A. O diagnóstico pode ser feito medindo o nível de glicose ou hemoglobina 
glicada (HbA1c) no sangue. 
B. Durante períodos de estresse fisiológico, a urina de um indivíduo com DM1 
provavelmente será negativa para açúcares redutores. 
C. DM1 está associado à obesidade e a um estilo de vida sedentário. 


Bioquímica Ilustrada 


527 





D. As anormalidades metabólicas características observadas no DM1 resul- 
tam da insensibilidade à insulina e ao glucagon. 

E. O tratamento com insulina exógena permite a normalização da glicemia 
(euglicemia). 

QR2. CAD ocorre quando a taxa de produção de corpos cetônicos é maior que a taxa 
de utilização. Qual das seguintes afirmações sobre o metabolismo dos corpos 
cetônicos está correta? Corpos cetônicos: 

A. são sintetizados nas mitocôndrias a partir de acetil-coenzima A (CoA) pro- 
duzida principalmente pela oxidação da glicose. 
B. são utilizados por muitos tecidos, particularmente o fígado, após a conver- 
são à acetil-CoA. 

incluem acetoacetato, que pode transmitir um odor frutado à respiração. 

exigem albumina para o transporte no sangue. 

são utilizados no metabolismo energético e são ácidos orgânicos que po- 

dem aumentar a carga de prótons do corpo. 


mo o 


QR3. A lipólise no tecido adiposo, seguida da p-oxidação dos ácido graxos (AG) pro- 
duzidos, é necessária para a geração de corpos cetônicos. Qual das seguintes 
afirmações relativas à geração e ao uso de AG está correta? 

A. A B-oxidação mitocondrial de AG é inibida por malonil-CoA. 

B. A produção de AG a partir da lipólise no tecido adiposo é regulada positiva- 
mente pela insulina. 

C. A acetil-CoA produzida na B-oxidação dos AG favorece o uso de piruvato 
para a gliconeogênese por ativar o complexo piruvato-desidrogenase. 

D. A B-oxidação de AG utiliza os equivalentes redutores gerados pela glico- 


neogênese. 
E. Os AG produzidos por lipólise são captados pelo cérebro e oxidados para 
gerar energia. 
QUESTÕES PARA PENSAR 





QP1. Na admissão, MW estava hipoinsulinêmica e recebeu insulina. Por que a hi- 
poinsulinemia de MW resultou em hiperglicemia? Dica: qual o papel da insulina 
no metabolismo da glicose? 

QP2. Por que havia glicose na urina de MW (glicosúria)? Como a glicosúria está rela- 
cionada ao estado desidratado? 


QP3. Por que a maioria da acetil-CoA proveniente da B-oxidação de AG está sendo 
utilizada para a cetogênese em vez de ser oxidada no ciclo do ácido cítrico? 

QP4. MW estava com equilíbrio de nitrogênio positivo ou negativo quando foi levada 
para o hospital? 

QP5. Qual resposta em relação à CAD é aparente em MW? Qual a provável resposta 
que ocorre no rim? Dica: além da conversão em ureia, como a amônia tóxica é 
removida do corpo? 

QP6. O que aconteceria com os níveis de corpos cetônicos e glicose durante perío- 
dos de estresse fisiológico em indivíduos com comprometimento da oxidação 
de AG? 


CASO 4: HIPOGLICEMIA, HIPERCETONEMIA 
E DISFUNÇÃO HEPATICA 





Apresentação do paciente: AK, um homem de 59 anos de idade com fala arras- 
tada, ataxia (perda de coordenação motora) e dor abdominal, foi levado à Sala de 
Emergência (SE). 


História clínica: AK é conhecido da equipe da SE em virtude de visitas anteriores. 
Ele tem história de consumo crônico e excessivo de álcool há seis anos. Não parece 
consumir drogas ilícitas. Nesta visita à SE, AK relata ter bebido muito nos últimos dias. 
Ele não se lembra de ter comido algo durante esse período. Há evidências de vômitos 
recentes, mas nenhum sangue aparente. 
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Exame físico (achados relevantes): ao exame físico, AK tinha uma aparência ema- 
grecida. (Seu índice de massa corporal foi de 17,5, característico de baixo peso.) Suas 
bochechas faciais estavam eritematosas (de cor vermelha) devido a vasos sanguíneos 
dilatados na pele (telangiectasia). O movimento dos olhos era normal. Nem icterícia nem 
edema (inchaço devido à retenção de líquidos) foram observados. O fígado estava ligei- 
ramente aumentado. Testes de rotina revelaram hipoglicemia e hipercetonemia (como 








Normocíticos 
Eritrócitos 


Macrocíticos 
Eritrócitos 


acetoacetato). O sangue foi coletado e enviado ao laboratório de análises clínicas. 


Resultados dos testes laboratoriais: 


+ Paciente Valores de referência 

2 Etanol 180 mg/dL (E) (> 80 considerado 

(5) positivo para DSI) 

a Glicose 58 mg/dL (B) 70-99 

S Lactato 23 mg/dL (E) 5-15 

T Ácido úrico 7,0 mg/dL 2,5-8,0 

2 3-Hidroxibutirato 50 mg/dL (E) 0-3,0 

£ Bilirrubina total 1,5 mg/dL (E) 0,3-1,0 

S Bilirrubina direta (conjugada) 0,5 mg/dL (E) 0,1-0,3 

8 Albumina 3,0 g/dL (B) 3,5-5,8 
Aspartato transaminase (AST) 130 U/L (E) 0-35 
Alanina transaminase (ALT) 75 U/L (E) 0-35 
Tempo de protrombina 15,5 s (E) 11,0-13,2 


DSI = Dirigir sob influência de álcool; E = Elevado; B = Baixo. 


Testes adicionais: hemograma revelou 


uma anemia macrocítica (ver imagem à direi- 


ta). Os níveis de folato e B,, foram solicitados. 


Diagnóstico: 


Tratamento imediato: 


AK tem o diagnóstico de alcoolismo. 


tiamina e glicose foram administradas por via intravenosa. 


O be o o Prognóstico: o alcoolismo (dependência de álcool) é a terceira causa mais comum 
Q (5) é e) 9, de morte evitável nos Estados Unidos. Pessoas com alcoolismo têm maior risco de 
e C> oÔ O & cirrose hepática, pancreatite, sangramento gastrintestinal e alguns tipos de câncer. 
e, Ç 








Dicas de nutrição: os indivíduos com 
alcoolismo correm o risco de deficiências 
vitamínicas como resultado da diminuição 
da ingestão e absorção de vitaminas. A 
deficiência de tiamina (vitamina B,) é co- 
mum e pode ter consequências graves, 
como a síndrome de Wernicke-Korsakoff 
com efeitos neurológicos. O pirofosfato de 
tiamina (TPP), a forma de coenzima, é ne- 
cessário para a oxidação de a-cetoácidos 
(como o piruvato) mediada por desidroge- 
nase, e também para a transferência de 
grupos de dois carbonos por transcetolase 
nas interconversões reversíveis de açúca- 
res na via das pentoses-fosfato. 





Genética: o acetaldeído, produto da 
oxidação do etanol pela enzima citosólica 
hepática, álcool-desidrogenase (ADH) que 
requer nicotinamida-adenina-dinucleoti- 
deo (NAD'), é oxidado a acetato pela aldeí- 
do-desidrogenase (ALDH2) mitocondrial, 
que requer NAD*. A maioria dos indivíduos 
com ascendência do Leste Asiático (mas 
não europeus ou africanos) tem um poli- 
morfismo de nucleotídeo único que torna 
a ALDH2 essencialmente inativa. Isso re- 
sulta em rubor facial induzido por aldeído 
e em intoxicação leve a moderada após 
o consumo de pequenas quantidades de 
etanol. 








QUESTÕES DE REVISÃO: es 





QR1. 


colha a MELHOR resposta. 





Muitas das consequências metabólicas do consumo excessivo crônico de ál- 
cool observado em AK são o resultado do aumento na proporção da forma re- 
duzida do nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NADH) em relação à sua forma 
oxidada (NAD'), tanto no citoplasma quanto na mitocôndria. Qual das seguintes 
afirmações sobre os efeitos do aumento do NADH mitocondrial está correta? 
A. A oxidação de ácidos graxos é aumentada. 

B. Agliconeogênese é aumentada. 
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QR2. 


QR3. 


QR4. 


A lipólise é inibida. 

O ciclo do ácido cítrico é inibido. 

A redução do malato para oxalacetato na lançadeira malato-aspartato é 
aumentada. 


mpo 


O etanol também pode ser oxidado pelas enzimas citocromo P450 (CYP), e a 

CYP2E1 é um exemplo importante. CYP2E1, que é induzível pelo etanol, gera 

espécies reativas de oxigênio (EROs) ao metabolizar o etanol. Qual das seguin- 

tes afirmações sobre as proteínas CYP está correta? 

A. As proteínas CYP são dioxigenases contendo o grupo heme. 

B. As proteínas CYP da membrana mitocondrial interna estão envolvidas em 
reações de desintoxicação. 

C. As proteínas CYP da membrana do retículo endoplasmático liso estão en- 
volvidas na síntese de hormônios esteroides, ácidos biliares e calcitriol. 

D. EROs, como o peróxido de hidrogênio gerado pela CYP2E1, podem ser 
oxidados pela glutationa-peroxidase. 

E. Avia das pentoses-fosfato é uma fonte importante de nicotinamida-adeni- 
na-dinucleotídeo fosfato (NADPH) que fornece os equivalentes redutores 
necessários para a atividade das proteínas CYP e a regeneração da gluta- 
tiona funcional. 


É sabido que o álcool modula os níveis de serotonina no sistema nervoso cen- 

tral, onde essa monoamina funciona como um neurotransmissor. Qual das se- 

guintes afirmações sobre a serotonina está correta? A serotonina é: 

A. associada à ansiedade e à depressão. 

B. degradada via metilação pela monoamina-oxidase, que também degrada 
as catecolaminas. 

C. liberada por plaquetas ativadas. 

D. sintetizada a partir de tirosina em um processo de dois passos que utiliza 
uma hidroxilase que requer a tetra-hidrobiopterina e uma carboxilase que 
necessita de piridoxal-fosfato. 


O consumo excessivo e crônico de álcool é uma das principais causas de pan- 

creatite aguda, uma condição inflamatória dolorosa que resulta da autodiges- 

tão do pâncreas por ativação prematura de enzimas pancreáticas. Qual das 
seguintes afirmações sobre o pâncreas está correta? 

A. A autodigestão do pâncreas resultará numa diminuição das proteínas pan- 
creáticas no sangue. 

B. Diabetes e esteatorreia são achados esperados em indivíduos que progri- 
dem de pancreatite aguda para crônica, com as mudanças estruturais ca- 
racterísticas que resultam em diminuição da função pancreática. 

C. Em resposta à secretina, o pâncreas exócrino secreta prótons para baixar o 
pH no lúmen intestinal. 

D. A pancreatite também pode ser observada em indivíduos com hipercoles- 
terolemia. 


QUESTÕES PARA PENSAR 





QP1. 


QP2. 


QP3. 


QP4. 


A. Qualé o efeito do aumento do NADH citosólico, observado com o metabo- 
lismo do etanol, sobre a glicólise? Dica: qual a coenzima necessária para a 
glicólise? 

B. Como isso está relacionado com o fígado graxo (esteatose hepática) comu- 
mente observado em individuos dependentes de álcool? 

Por que os indivíduos com história de gota devem ser aconselhados a reduzir o 

consumo de etanol? 


Por que o tempo de protrombina pode ser afetado em indivíduos dependentes 
de álcool? 


As deficiências de folato e vitamina B,, causam uma anemia macrocítica que 
pode ser vista em indivíduos com alcoolismo. Por que é aconselhável medir 
os níveis de vitamina B,, antes de suplementar com folato um indivíduo com 
anemia macrocítica? 
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Il. RESPOSTAS DAS QUESTÕES DOS 
CASOS INTEGRATIVOS 





CASO 1. Respostas das Questões de revisão 





QR1. Resposta = B. A fosfatidilcolina é um fosfolipídeo à base de glicerol deriva- 
do de fosfato de diacilglicerol (ácido fosfatídico) e citidina-difosfato-colina. Os 
gangliosídeos são derivados de ceramidas, lipídeos com um esqueleto de es- 
fingosina. As prostaglandinas da série 2 (tal como PGL,) são derivadas do ácido 
graxo poli-insaturado de 20 carbonos, o ácido araquidônico. A esfingomielina 
é um esfingofosfolipídeo derivado da ceramida. A vitamina D é derivada de um 
intermediário na via de síntese do colesterol. 

QR2. Resposta = A. As estatinas inibem a hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) 
redutase, prevenindo a redução de HMG-CoA dependente de nicotinamida- 
-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH) para mevalonato e diminuindo a bios- 
síntese de colesterol (ver figura abaixo). A diminuição do conteúdo de colesterol 
causado por estatinas resulta no movimento da proteina-2 de ligação ao ele- 
mento regulador de esterol (PLERE-2), no complexo com a proteina de ativação 
de clivagem do PLERE (PAC), da membrana do retículo endoplasmático para 
a membrana do aparelho de Golgi. O PLERE-2 é clivado, gerando um fator de 
transcrição que, no núcleo, se liga ao elemento regulador de esterol, a montante 
dos genes para a HMG-CoA-redutase e para o receptor de lipoproteínas de bai- 
xa densidade (LDL), aumentando sua expressão. Os seres humanos são incapa- 
zes de degradar o núcleo dos esteroides em CO, + H,O. Os sequestradores de 
ácidos biliares (AB), como a colestiramina, impedem a absorção de sais biliares, 
aumentando a sua excreção. O fígado, em seguida, capta o colesterol por meio 
do receptor de LDL e o utiliza para produzir AB, reduzindo os níveis de colesterol 
no sangue. Os hormônios esteroides são sintetizados a partir do colesterol e a 
vitamina D é sintetizada na pele a partir de um intermediário (7-desidrocoleste- 
rol) na via de síntese do colesterol. Portanto, a inibição da síntese de colesterol 
levará também à diminuição da produção desses compostos. 
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2 Acetil-CoA 
CoA 
Acetoacetil-CoA (4C) 
Acetil-CoA 7 CoA 
HMG-CoA (6C) 
2 NADPH +2 H* D | HMG-CoA-redutase 
2 NADP* [—) Estatinas 


Mevalonato (6C) 
3ATP 
3ADP+P, co, 


(5C) Isopentenil-pirofosfato «—> Dimetilalil-pirofosfato (5C) 


PP, 
Geranil-pirofosfato (10C) 


Isopentenil-pirofosfato 7 
PP, 


Farnesil-pirofosfato (15C) ---» Ubiquinona, dolicol 
Farnesil-pirofostato 7 prenilação de proteinas 


NADPH + Hº 2PP 
NADP* $ 
Esqualeno (30C) 
NADPH + H* 
NADP* > 


Lanosterol (30C) (cíclico) 


luz solar 
7-Desidrocolesterol —— Vitamina D 
Ácido cóli 7-a-hidroxilase 
Aedo clico ATE. Santol (27C) —> Hormônios esteroides 
(ácido biliar) e = 
O Ácidos biliares 


QR3. Resposta = C. Os inibidores competitivos se ligam no mesmo local que 
o substrato (S) e impedem o S de se ligar. Isso resulta em um aumento no 
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K, aparente (constante de Michaelis, a concentração de S que produz 
metade da velocidade máxima [V nad). No entanto, como a inibição pode 
ser revertida adicionando substrato adicional, a Va, fica inalterada (ver 
figura à direita). Os inibidores não competitivos diminuem a Vma aparen- 
te e não têm efeito sobre o Km- 4 
QR4. Resposta = F. O ativador do plasminogênio tecidual (TPA) converte o plas- 1 VE: 
minogênio em plasmina que degrada a fibrina (fibrinólise), degradando o Ko =" 


Inibidor 
competitivo 







inibidor 
coágulo (trombólise). O ácido acetilsalicílico, um inibidor da cicloxigenase, é 


um fármaco com ação antiplaquetária. Antitrombina III (ATIII) remove a trom- P 
bina do sangue, e sua ação é potencializada pela heparina. O complexo o 1 S 
de proteína C ativada (APC) cliva os fatores de proteínas acessórias (F)Va e Km 
FVilla. ATIII e APC estão envolvidas na anticoagulação. FXIII é uma transglu- 
taminase que produz ligações cruzadas na malha da fibrina. A vitamina K é uma 
vitamina lipossolúvel necessária para a y-carboxilação de FII, FVII, FIX e FX. A 
warfarina previne a regeneração da forma funcional e reduzida de vitamina K. 
QR5. Resposta = D. Na hipóxia, a fosforilação no nível de substrato na glicólise for- 
nece ATP. A fosforilação oxidativa é inibida pela falta de O,. Como a taxa de 
síntese de ATP por fosforilação oxidativa controla a taxa de respiração celular, 
o transporte de elétrons está inibido. O aumento resultante da razão entre a for- 
ma reduzida de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NADH) e a forma oxidada 
(NAD') inibe o ciclo do ácido cítrico e o complexo da piruvato-desidrogenase. 


QR6. Resposta = D. Os nucleotídeos marcados com fluorescência permitem de- 
terminar a sequência de bases do DNA de interesse. O DNA complementar 
(DNAc) é gerado a partir do RNA mensageiro processado e não conterá o pro- 
motor. Os didesoxinucleotídeos não possuem a 3'-OH necessária para formar 
a ligação fosfodiéster 3'— 5' que une os nucleotídeos, e, assim, a síntese do 
DNA terminará. O DNA genômico obtido a partir de células brancas isoladas de 
uma amostra de sangue seria a fonte do DNA. 
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CASO 1. Respostas das Questões para pensar 





QP1. O fenótipo seria o mesmo. Na deficiência familiar de apolipoproteína (apo) 
B-100, os receptores LDL são normais em número e função, mas o ligante para 
o receptor está alterado de tal forma que a ligação ao receptor diminui. Dimi- 
nuição da ligação do ligante-receptor resulta em níveis aumentados de LDL no 
sangue com hipercolesterolemia. (Nota: o fenótipo seria o mesmo em indiví- 
duos com mutação de ganho de função para PCSK9, a protease que diminui a 
reciclagem do receptor de LDL, aumentando a sua degradação.) Com a isofor- 
ma apo E-2, remanescentes de quilomicra, ricas em colesterol, e lipoproteínas 
de densidade intermediária se acumulariam no sangue. 


QP2. O ácido acetilsalicílico inibe irreversivelmente a cicloxigenase (COX) e, portanto, 
a síntese de prostaglandinas (PG), como PGI,, em células endoteliais vasculares 
e de tromboxanos (TX), como TXA,, em plaquetas ativadas. O TXA, promove a 
vasoconstrição e a formação de um tampão plaquetário, enquanto a PGI, inibe 
esses eventos. Como as plaquetas são anucleadas, elas não conseguem su- 
perar essa inibição sintetizando mais COX. No entanto, as células endoteliais 
têm um núcleo. O ácido acetilsalicílico, então, inibe a formação de coágulos 
sanguíneos, impedindo a produção de TXA, durante a vida das plaquetas. 


QP3. A diminuição da ATP (como resultado de uma diminuição do O, e, portanto, 
uma diminuição da fosforilação oxidativa) provoca um aumento do monofos- 
fato de adenosina (AMP). AMP ativa alostericamente a fosfatofrutocinase-1, a 
principal enzima regulada da glicólise. O aumento da glicólise aumenta a pro- 
dução de ATP por fosforilação no nível do substrato. Também aumenta a pro- 
porção NADH/ NAD”. Sob condições anaeróbias, o piruvato produzido na gli- 
cólise é reduzido a lactato pela lactato-desidrogenase à medida que o NADH é 
oxidado para NAD*. NAD' é necessário para a glicólise contínua. Como menos 
moléculas de ATP são produzidas por molécula de substrato na fosforilação no 
nível do substrato em relação à fosforilação oxidativa, há um aumento compen- 
satório na taxa de glicólise em condições anaeróbias. 


QP4. Lipoproteínas de alta densidade (HDL) agem no transporte reverso de coles- 
terol. Transportam o colesterol a partir de tecidos não hepáticos (periféricos) 
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LDL <IDL 


| Î Lipase hepática 


A 
O 
HDL nascente, discoide 


£ 


(p. ex., a camada endotelial das artérias) para o fígado (ver figura na próxima 
página). O transportador ABCA1 medeia o efluxo de colesterol para a HDL. 
O colesterol é esterificado pela lecitina:colesterol-aciltransferase (LCAT) extra- 
celular, que requer apo A-1 como coenzima. Alguns ésteres de colesterol são 
transferidos para lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) pela proteína 
de transferência de éster de colesterol (PTEC) em troca de triacilglicerol. O res- 
tante é captado por um receptor “removedor” (scavenger) (SR-B1) na superficie 
dos hepatócitos. O fígado pode usar o colesterol da HDL na síntese de ácidos 
biliares. A remoção do colesterol das células endoteliais impede o seu acú- 
mulo (como colesterol ou éster de colesterol), diminuindo o risco de doença 
cardíaca. (Nota: em contrapartida, LDL transporta colesterol do fígado para te- 
cidos periféricos ou de volta ao fígado.) 


CASO 2. Respostas das Questões de revisão 





QR1. 


QR2. 


Resposta = A. A deficiência de glicose-6-fosfatase evita a desfosforilação da 
glicose-6-fosfato gerada pela glicogenólise e pela gliconeogênese, inibindo sua 
liberação na corrente sanguínea (ver figura abaixo). Os níveis de glicose no 
sangue caem, resultando em uma grave hipoglicemia de jejum. (Nota: os sinto- 
mas de JS apareceram apenas recentemente, porque, aos 4 meses de idade, 
suas refeições são menos frequentes.) A hipoglicemia estimula a liberação de 
glucagon, o que leva à fosforilação e ativação da glicogênio-fosforilase-cinase, 
que fosforila e ativa a glicogênio-fosforilase. A adrenalina também é liberada e 
leva à fosforilação e ativação da lipase sensível a hormônio. No entanto, ácidos 
graxos (AG) típicos não podem servir como substratos para a gliconeogênese. 
Os transportadores de glicose no fígado e nos rins são insensíveis à insulina. 


Glicogênio Precursores de glicose 


GLICOGENÓLISE Mig Pa GLICONEOGÊNESE 


Glicose-6-fosfato 


Resposta = C. A vitamina D é uma vitamina lipossolúvel que funciona como um 
hormônio esteroide. Em complexo com seu receptor nuclear intracelular, ela 
aumenta a transcrição do gene da calbindina, uma proteína transportadora de 
cálcio (Ca”*) no intestino (ver figura na próxima página). A vitamina D não se liga 
a um receptor de membrana e não produz os segundos mensageiros. Ela pode 
ser sintetizada na pele pela ação da luz ultravioleta sobre um intermediário de 
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QR3. 


QR4. 


síntese de colesterol, o 7-desidrocolesterol. Das vitaminas lipossolúveis (A, D, E 
e K), somente a vitamina K funciona como uma coenzima. 


Resposta = C. A glicose-6-fosfato é um efetor alostérico positivo da glicogê- 
nio-sintase b inibida covalentemente (fosforilada). Com o aumento da glico- 
se-6-fosfato, a síntese de glicogênio é ativada e as reservas de glicogênio são 
aumentadas no fígado e nos rins. A maior disponibilidade de glicose-6-fosfato 
também aumenta a glicólise. O aumento da glicólise fornece substratos para a 
lipogênese, aumentando a síntese de AG e triacilgliceróis (TAG). Na hipoglice- 
mia, a proporção de insulina/glucagon é baixa, não alta. 

Resposta = D. As proteínas da membrana são inicialmente direcionadas para 
o retículo endoplasmático (RE) por meio de uma sequência hidrofóbica amino- 
terminal. A glicosilação é a modificação pós-tradução mais comum encontrada 
nas proteínas. A porção glicosilada das proteínas da membrana é encontrada 
na face extracelular da membrana. O domínio que atravessa a membrana con- 
siste em cerca de 22 aminoácidos hidrofóbicos. Proteínas destinadas à secre- 
ção ou a membranas, ao lúmen do RE, Golgi ou lisossomos são sintetizadas 
em ribossomos associados ao RE. 


CASO 2. Respostas das Questões para pensar 





QpP1. 


QP2. 


QP3. 


O espasmo é o resultado da resposta adrenérgica à hipoglicemia e é mediado 
pelo aumento da adrenalina. A resposta adrenérgica inclui tremor e transpi- 
ração. Neuroglicopenia (deficiência do aporte de glicose ao cérebro) resulta 
no comprometimento da função cerebral, que pode levar a crises convulsivas, 
coma e morte. Os sintomas neuroglicopênicos se desenvolvem se a hipoglice- 
mia persistir. 

Os detergentes são moléculas anfipáticas (i.e., têm regiões hidrofílicas [polares] 
e hidrofóbicas [apolares]). Os detergentes solubilizam as membranas, desfa- 
zendo suas estruturas. Se o problema fosse a translocase necessária para mo- 
ver o substrato glicose-6-fosfato para o RE, em vez da fosfatase, a ruptura da 
membrana do RE permitiria o acesso do substrato à fosfatase. 


Glucagon, um hormônio peptídico liberado de células a pancreáticas em hi- 
poglicemia, liga-se ao seu receptor acoplado à proteína G da membrana plas- 
mática em hepatócitos. A subunidade a, da proteína G trimérica é ativada (o 
difosfato de guanosina é substituído por trifosfato de guanosina), separa-se 
das subunidades P e y e ativa a adenilato-ciclase que gera monofosfato de 
adenosina cíclico (AMPc) a partir de ATP. O AMPc ativa a proteina-cinase A 
(PKA), que fosforila e ativa a glicogênio-fosforilase-cinase, que fosforila e ativa 
a glicogênio-fosforilase. A fosforilase degrada o glicogênio, gerando glicose-1- 
-fosfato, que é convertida em glicose-6-fosfato. Com deficiência de glicose-6- 
-fosfatase, o processo de degradação cessa aqui (ver figura abaixo). Conse- 
quentemente, a administração de glucagon é incapaz de causar um aumento 
na glicemia. (Nota: a adrenalina seria igualmente ineficaz.) 


Glucagon (FÍGADO) Adrenalina (FÍGADO, MÚSCULO) 


l 


Ativação da PKA mediada por 


AMPc e fosforilação de: 
Glicogênio-sintase Glicogênio-fosforilase-cinase 
(inativa) (ativa) 


| Fostorilação 


Glicogênio-fosforilase 
(ativa) 


Glicose-1-fosfato — NN Glicogênio 


P, 
Glicose-6-fosfato i 
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Glicose-6-fosfato 







VIA 
PENTOSES- |7 GLICÓLISE 
-FOSFATO 


T GLICOGÊNESE 


NADPH + ribose-5-fosfato Piruvato 


y 


Lactato-desidrogenase 


Purinas 
l degradação a] 
TUrato T Lactato 1 Glicogênio 
(hiperuricemia) (acidose láctica) (hepato e nefromegalia) 


QP4. A disponibilidade de fosfato inorgânico (P) está diminuída porque está na forma 
de intermediários glicolíticos fosforilados, como resultado da regulação positiva 
da glicólise pelo aumento de glicose-6-fosfato. Urato está elevado porque a 
falta de P, diminui a capacidade de fosforilar o difosfato de adenosina (ADP) em 
ATP, e a queda no ATP provoca aumento de adenosina monofosfato (AMP). O 
AMP é degradado em urato. Além disso, a disponibilidade de glicose-6-fosfato 
ativa a via das pentoses-fosfato, resultando em um aumento de ribose-5-fos- 
fato (a partir de ribulose-5-fosfato) e, consequentemente, aumenta a síntese 
de purinas. Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH) também au- 
menta. As purinas em excesso são degradadas a urato (ver figura na próxima 
página). (Nota: a diminuição no P, reduz a atividade da glicogênio-fosforilase, 
resultando em maior armazenamento de glicogênio com uma estrutura nor- 
mal.) O lactato está elevado porque a diminuição da fosforilação do ADP a ATP 
resulta em uma diminuição da respiração celular (controle respiratório) como 
resultado do acoplamento desses processos. Como consequência, nicotinami- 
da-adenina-dinucleotídeo reduzido (NADH) proveniente da glicólise não pode 
ser oxidado pelo complexo | da cadeia de transporte de elétrons. Em vez disso, 
é oxidado pela lactato-desidrogenase citosólica com a sua coenzima NADH à 
medida que o piruvato é reduzido a lactato. (Nota: o piruvato está aumentado 
como resultado do aumento da glicólise.) O lactato ioniza, liberando prótons 
(H°) e levando a uma acidose metabólica (baixo pH causado pelo aumento da 
produção de ácido). A compensação respiratória provoca uma taxa respiratória 
aumentada. 
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QP5. Aumento da glicólise resulta em maior disponibilidade de glicerol-3-fosfato para 
síntese hepática de TAG. Além disso, certa quantidade de piruvato gerado na 
glicólise sofre descarboxilação oxidativa, gerando acetil-coenzima A (CoA). No 
entanto, o ciclo do ácido cítrico é inibido pelo aumento do NADH, e acetil-CoA 
é transportada para o citosol como citrato. O aumento da acetil-CoA no citosol 
resulta em síntese aumentada de ácidos graxos (AG). Lembre-se que o citrato 
é um ativador alostérico da acetil-CoA-carboxilase (ACC). O produto da ACC, 
malonil-Coa, inibe a oxidação de AG inibindo a carnitina-palmitoiltransferase 
|. Como a oxidação mitocondrial de AG fornece o substrato acetil-CoA para a 
cetogênese hepática, os níveis de corpos cetônicos não aumentam. Os AG são 
esterificados ao glicerol, levando a um aumento de TAG, que são enviados para 
fora do fígado como componentes de lipoproteínas de densidade muito baixa 
(VLDL). (Nota: a hipoglicemia resulta na liberação de adrenalina e na ativação 
da lipólise dos TAG, com liberação de AG livres no sangue. Os AG são oxida- 
dos, e o excesso é utilizado na sintese hepática de TAG.) A acetil-CoA também 
é um substrato para a síntese de colesterol. Assim, o aumento da glicólise re- 
sulta na hiperlipidemia observada em JS (ver figura abaixo). 


Glicogênio 
| Glicerol 
Glicose-6-fosfato Glicerol-cinase (fígado) 


Gliceraldeído-3-fosfato «—» Di-hidroxiacetona- ———» jia AG 
-fosfato em 
VLDL 


l Ácidos graxos Hiperlipidemia 
Piruvato ——————————> Acetil-CoA aeae Colesterol 
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CASO 3. Respostas das Questões de revisão 





QR1. Resposta correta = A. O diabetes é caracterizado por hiperglicemia. A hiper- 
glicemia crônica pode resultar na glicosilação não enzimática (glicação) da he- 
moglobina (Hb), produzindo HbA,.. Portanto, a medida de glicose ou HbA,, no 
sangue é usada para diagnosticar diabetes. Em resposta ao estresse fisiológico 
(p. ex., uma infecção do trato urinário), a secreção de hormônios contrarregu- 
ladores (como as catecolaminas) resulta em aumento da glicemia. A glicose é 
um açúcar redutor. O diabetes tipo 2 (DMII) está associado à obesidade e a um 
estilo de vida sedentário e é causado por insensibilidade à insulina (resistência 
à insulina). DMI é causado pela falta de insulina, como resultado da destruição 
autoimune de células B pancreáticas. Mesmo indivíduos em um programa de 
controle glicêmico rigoroso não conseguem atingir a euglicemia. 

QR2. Resposta correta = E. Os corpos cetônicos 3-hidroxibutirato e acetoacetato 
são ácidos orgânicos, e sua ionização contribui para a carga de prótons do cor- 
po. Os corpos cetônicos são originados nas mitocôndrias das células do figado 
usando a acetil-coenzima A (CoA) gerada principalmente a partir da B-oxidação 
de ácidos graxos ([AG]; ver figura abaixo). Por serem solúveis em água, não 
requerem um transportador. O fígado não pode usá-los pela falta da enzima 
tioforase, que move CoA da succinil-CoA para o acetoacetato, para posterior 
conversão em duas moléculas de acetil-CoA. É a acetona liberada na respira- 
ção que pode transmitir um odor frutado. 










TECIDOS PERIFÉRICOS 
(p. ex., músculo) 


o 
D 
0 
o) 
o 
n 
» 
(7) 
o 
D 
(7) 
Ke] 
(= 
© 
p 
a 
D 
Ü 
o 
[o] 
(7) 
o 
» 
(7) 
[o] 
(7) 
5 
= 
D 
q 
= 
» 
Ed 
< 
o 
9” 
Q 
» 
O 
[o] 
(2) 





3-hidroxibutirato 






QR3. Resposta correta = A. Malonil-CoA, um intermediário da síntese de AG, inibe a 
oxidação de AG por inibição da carnitina-palmitoiltransferase |. A lipólise ocorre 
quando a razão insulina/hormônios contrarreguladores diminui. A acetil-CoA, 
produto da f-oxidação de AG, inibe o complexo da piruvato-desidrogenase 
(PDH) por meio da ativação da PDH-cinase e ativa a piruvato-carboxilase. A 
acetil-CoA, então, desvia o piruvato para a gliconeogênese. A f-oxidação gera 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzido (NADH), que fornece os equiva- 
lentes redutores necessários para a gliconeogênese. Os AG não são cataboli- 
zados prontamente pelo cérebro para a produção de energia. 


CASO 3. Respostas das Questões para pensar 





QP1. A hipoinsulinemia resulta em hiperglicemia porque a insulina é necessária para 
a captação da glicose sanguínea pelos tecidos muscular e adiposo. O seu 
transportador de glicose (GLUT-4) é dependente de insulina, na medida em que 
a insulina é necessária para o movimento do transportador para a superfície 
celular, a partir dos locais intracelulares de armazenamento. A insulina também 
é necessária para inibir a gliconeogênese hepática. A insulina suprime a libe- 
ração de glucagon das células a pancreáticas. O aumento resultante da razão 
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QP2. 
QP3. 
MÚSCULO ESQUELÉTICO QP4. 
| Proteólise 
Aminoácidos 
i Catabolismo 
NH, 
| Ciclo da ureia 
SANGUE 
Ureia ———> Nitrogênio 
ureico no 
sangue 
QP5. 
Aminoácidos de cadeia ramificada 
Y 
Glutamina 
l Glutaminase 
Glutamato + NH, > NH; 
QP6. 


Glutamato- 
-desidrogenase 


| 


a-Cetoglutarato + NH, > NH,” 


Insulina 
E en 


insulina/glucagon resulta na desfosforilação e ativação do domínio cinase da 
fosfofrutocinase-2 (PFK-2) bifuncional. A frutose-2,6-bisfosfato produzida pela 
PFK-2 ativa a fosfofrutocinase-1 da glicólise (ver figura abaixo). Também inibe 
a frutose-1,6-bisfosfatase (FBP-2), inibindo a gliconeogênese. Com a hipoinsu- 
linemia, a redução na captação de glicose do sangue e o simultâneo envio de 
glicose para o sangue resulta em hiperglicemia. 


Glucagon ~ 
(baixo) 


` -ciclase * 
ATP AMPc 


Proteina-cinase A ativa 





Enzima bifuncional 


FBP-2 
E 


Frutose-2,6-bisfosfato 


ATP > ADP 
: A 
-- dual PFK-2 
(nativa) 


Enzima bifuncional 





O nível de glicose no sangue excedeu a capacidade do rim para reabsorver 
a glicose (via transportador de glicose dependente do sódio). A alta concen- 
tração de glicose na urina drena osmoticamente água do corpo. Isso causa 
aumento da micção (poliúria) com perda de água, que resulta em desidratação. 


O NADH gerado na p-oxidação de AG inibe o ciclo do ácido cítrico nas três eta- 
pas de desidrogenases produtoras de NADH. Isso desvia a acetil-CoA da oxida- 
ção no ciclo do ácido cítrico para o uso como substrato na cetogênese hepática. 


MW estava com balanço de nitrogênio negativo: mais nitrogênio estava saindo 
do que entrando. Isso se reflete no nível elevado de ureia no sangue observado 
no paciente (ver figura ao lado). (Nota: o valor dos níveis de ureia no sangue 
também reflete a desidratação.) A proteólise muscular e o catabolismo de ami- 
noácidos estão ocorrendo como resultado da queda da insulina. (Lembre-se 
de que o músculo esquelético não expressa o receptor de glucagon). O cata- 
bolismo de aminoácidos produz amônia (NH.), que é convertida em ureia pelo 
ciclo da ureia hepático, a qual é enviada para o sangue. (Nota: ureia na urina é 
relatada como nitrogênio ureico urinário.) 


A respiração de Kussmaul observada em MW é uma resposta respiratória à 
acidose metabólica. A hiperventilação elimina CO, e água, reduzindo a concen- 
tração de prótons (H*) e bicarbonato (HCO,), conforme refletido na seguinte 
equação: 

H* + HCO; é H,CO, (ácido carbônico) +> CO, + H,O. 


A resposta renal inclui, em parte, a excreção de H* como amônio (NH,”). A de- 
gradação de aminoácidos de cadeia ramificada no músculo esquelético resulta 
na liberação de grandes quantidades de glutamina (Gln) no sangue. Os rins 
captam e catabolizam a Gin, gerando NH,. A NH, é convertida em NH,” pelo 
Hº secretado, o qual é excretado (ver figura ao lado). (Nota: quando os corpos 
cetônicos são abundantes, os enterócitos passam a usá-los como combustível 
em vez de Gin. Isso aumenta a quantidade de Gin no rim.) 


Como a -oxidação de AG fornece o substrato acetil-CoA para a cetogênese, a 
diminuição da B-oxidação diminui a capacidade de produzir corpos cetônicos. 
Os corpos cetônicos são uma alternativa ao uso de glicose e, portanto, a de- 
pendência de glicose aumenta. A produção de glicose diminui porque a p-oxi- 
dação de AG fornece NADH e os nucleosídeos-trifosfatados necessários para a 
gliconeogênese. O resultado é uma hipoglicemia hipocetótica. Lembre-se que 
isso é observado com deficiência de acil-CoA-desidrogenase de cadeia média. 
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CASO 4. Respostas das Questões de revisão 





QR1. 


QR2. 


QR3. 


QR4. 


Resposta = D. O aumento de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzido 
(NADH) na mitocôndria diminui a velocidade do ciclo do ácido cítrico, da B-oxi- 
dação de ácidos graxos (AG) e da gliconeogênese. O NADH inibe a reação da 
isocitrato-desidrogenase, o passo-chave da regulação do ciclo do ácido cí 
co, e a reação da a-cetoglutarato desidrogenase (ver figura à direita). Também 
favorece a redução de oxalacetato (OAA) a malato (não de malato para OAA), 
diminuindo a disponibilidade de OAA para condensação com acetil-coenzima 
A (CoA) no ciclo do ácido cítrico e para a gliconeogênese. A B-oxidação de AG 
requer a forma oxidada de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo (NAD”) para a 
reação da 3-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e, portanto, é inibida pelo aumen- 
to do NADH. A diminuição da oxidação de AG diminui a produção de ATP e 
acetil-CoA (o ativador alostérico da piruvato-carboxilase), necessários para a 
gliconeogênese. A lipólise é ativada em jejum como consequência da queda da 
insulina e do aumento das catecolaminas, o que resulta na ativação da lipase 
sensível a hormônio. 


Resposta = E. A parte irreversível e oxidativa da via das pentoses-fosfato for- 
nece o nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH) que provém os 
equivalentes redutores necessários para a atividade das proteínas do citocro- 
mo P450 (CYP) e para a regeneração da glutationa funcional (reduzida). É tam- 
bém uma fonte importante de NADPH para processos biossintéticos redutores 
no citosol, como sintese de AG e colesterol. (Nota: a enzima málica é outra 
fonte.) As proteínas CYP são monoxigenases (oxidases de função mista). Elas 
incorporam um átomo de O do O, no substrato enquanto o outro é reduzido 
à água. São as proteínas CYP da membrana do retículo endoplasmático liso 
que estão envolvidas em reações de destoxificação. Aquelas da membrana 
mitocondrial interna estão envolvidas na síntese de hormônios esteroides, áci- 
dos biliares e vitamina D. As espécies reativas de oxigênio são reduzidas pela 
glutationa-peroxidase à medida que a glutationa é oxidada. 





Resposta = C. A serotonina é liberada por plaquetas ativadas e provoca va- 
soconstrição e agregação de plaquetas. (Nota: as plaquetas não sintetizam 
a serotonina, mas captam aquela sintetizada pelo intestino e a secretam no 
sangue.) A serotonina está associada a uma sensação de bem-estar. É degra- 
dada a ácido 5-hidroxi-indolacético pela monoamina-oxidase que catalisa a 
desaminação oxidativa. É a catecol-O-metiltransferase que catalisa o passo de 
metilação na degradação das catecolaminas. A serotonina é sintetizada a partir 
de triptofano em um processo de dois passos pelas enzimas triptofano-hidroxi- 
lase, que utiliza tetra-hidrobiopterina (BH,), e descarboxilase, que necessita de 
piridoxal-fosfato (PLP) (ver figura à direita). 


Resposta = B. O pâncreas exócrino secreta enzimas necessárias para a diges- 
tão de carboidratos, proteínas e gorduras alimentares. O pâncreas endócrino 
secreta os hormônios peptídicos insulina e glucagon. Os danos que afetam as 
funções do pâncreas levariam ao diabetes (diminuição da insulina) e à estea- 
torreia (fezes gordurosas), sendo esta última consequência da má digestão de 
gorduras alimentares. Como observado com o aumento das troponinas em um 
infarto do miocárdio e das transaminases no dano hepático, a perda de integri- 
dade celular (como seria observado na autodigestão do pâncreas) resulta em 
níveis elevados no sangue de proteínas que normalmente são intracelulares. 
A secretina faz com que o pâncreas libere bicarbonato para elevar o pH do 
quimo que chega no intestino vindo do estômago. As enzimas pancreáticas 
funcionam melhor em pH neutro ou ligeiramente alcalino. A pancreatite é vista 
em indivíduos com hipertrigliceridemia como resultado de uma deficiência da 
lipase lipoproteica ou de sua coenzima, a apolipoproteína C-l. 


CASO 4. Respostas das Questões para pensar 





QP1. 


A. O aumento de NADH citosólico observado com o metabolismo do etanol 
inibe a glicólise. O passo da gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase requer 
NAD”, que é reduzido à medida que o gliceraldeído-3-fosfato é oxidado. 
Com o aumento de NADH, acumula-se gliceraldeído-3-fosfato. 
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Gilicerol-3-fosfato 
Acil-CoA 


Aciltransferase 
graxo 
CoA 
Ácido lisofosfatídico 
Acil-CoA 
graxo Aciltransferase 
CoA 
Ácido fosfatídico (DAG-fosfato) 
HO 
Fosfatase 
P, 
Diacilglicerol (DAG) 
Acil-CoA 
saro Aciltransferase 
CoA 


Triacilglicerol (TAG) 
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B. O gliceraldeído-3-fosfato da glicólise é convertido em glicerol-3-fosfato, 
o aceptor inicial de AG na síntese de triacilglicerol (TAG) (ver figura à es- 
querda). Os AG estão disponíveis devido ao aumento da síntese (a partir 
de acetil-CoA, que está aumentada como resultado de dois processos: do 
aumento da produção de acetato proveniente da oxidação do acetaldeído 
e da diminuição do seu uso no ciclo do ácido cítrico), aumento da disponi- 
bilidade em função da lipólise no tecido adiposo e diminuição da degrada- 
ção. O TAG produzido no figado acumula (devido, em parte, à diminuição 
da produção de lipoproteínas de densidade muito baixa) e causa fígado 
graxo (esteatose). A esteatose hepática é um estágio inicial (e reversível) 
na doença hepática relacionada ao álcool. Os estágios subsequentes são 
hepatite relacionada ao álcool (às vezes reversível) e cirrose (irreversível). 





QP2. O aumento do NADH favorece a redução do piruvato a lactato pela lactato- 
-desidrogenase. O lactato diminui a excreção renal de ácido úrico, causando 
hiperuricemia, um passo necessário para um ataque de gota agudo. (Nota: o 
deslocamento do equilíbrio de piruvato para lactato diminui a disponibilidade 
de piruvato, um substrato para a gliconeogênese. Isso contribui para a hipogli- 
cemia observada em AK.) 

QP3. O tempo de protrombina mede o tempo necessário para que o plasma coagule 
após a adição do fator tecidual (FIII), permitindo a avaliação das vias extrínseca 
e final comum da coagulação. Na via extrínseca, FIII ativa o FVII em um pro- 
cesso dependente de cálcio (Ca?) e fosfolipídeo (FL) (ver figura à esquerda). 
FVII, como a maioria das proteínas de coagulação, é sintetizada pelo fígado. 
O dano hepático induzido pelo álcool pode diminuir a sua síntese. Além disso, 
FVII tem uma meia-vida curta e, sendo uma proteína contendo y-carboxigluta- 
mato (Gla), sua síntese requer vitamina K. A má nutrição pode resultar em uma 
menor disponibilidade de vitamina K e, portanto, diminuição da capacidade de 
coagulação. (Nota: doença hepática grave resulta em tempo de protrombina e 
tempo de tromboplastina parcial ativada, ou aPPt, prolongados.) 


QP4. A administração de folato pode mascarar uma deficiência de vitamina B,, ao 
reverter a manifestação hematológica (anemia macrocítica) da deficiência. No 
entanto, o folato não tem efeito sobre o dano neurológico causado pela defi- 
ciência de vitamina B,,. Com o tempo, os efeitos neurológicos podem tornar-se 
graves e irreversíveis. Assim, o folato pode mascarar uma deficiência de vitami- 
na B,, e retardar o tratamento até que a neuropatia seja aparente. 


HI. CASOS DIRIGIDOS 





CASO 1: ANEMIA MICROCÍTICA 





Apresentação do paciente: ME é um homem de 24 anos de idade que está sendo 
avaliado como acompanhamento de uma avaliação médica prévia para começar seu 
novo emprego. 


História clínica: ME não tem problemas médicos significativos. A história familiar 
não é digna de nota, mas ele conhece pouco o estado de saúde daqueles membros da 
familia que permanecem na Grécia. 


Achados relevantes: o exame físico foi normal. Exames de sangue de rotina inclui- 
ram os seguintes resultados: 


Paciente Valores de referência 
Eritrócitos 4,8 x 10º/mm? 4,3-5,9 
Hemoglobina 9,6 g/dL (B) 13,5-17,5 (homens) 
Volume corpuscular médio 70 um’ (B) 80-100 
Ferro sérico 150 ug/dL 50-170 
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Com base nos dados, a eletroforese de hemoglobina (Hb) foi realizada. Os resultados 
são os seguintes: 


Paciente Valores de referência 
HbA 90% (B) 96-98 
HbA, 6% (E) <3 
HbF 4% (E) <2 


E = Elevado; B = Baixo. (Nota: HbA inclui HbA, o) 


Diagnóstico: ME tem traço de ß-talassemia (B-talassemia menor), que está causan- APE z2 
do uma anemia microcítica (ver imagem à direita). A origem étnica (mediterrânea) in- em 


E á E microcíticas 
fluencia o risco de talassemia. 


UIP soseg 





Tratamento: nenhum tratamento é necessário neste momento. Os pacientes são 
avisados de que os suplementos de ferro não impedirão sua anemia. 


Prognóstico: o traço de f-talassemia não causa mortalidade ou morbidade signi- 
ficativa. Os pacientes devem ser informados da natureza genética de sua condição 
autossômica recessiva para considerações de planejamento familiar, porque a P-talas- 
semia homozigótica (anemia de Cooley) é uma doença grave. 


Leucócitos 


2 
o 
Cy 
o 
» 
a 
fo) 
u 
EA 
N 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. Mutações no gene da B-globina que resultam em diminuição da produção da 
proteína são a causa da ß-talassemia. As mutações afetam principalmente 
transcrição gênica ou o processamento pós-transcricional do RNA mensageiro 
(RNAm). Qual das seguintes afirmações sobre o RNAm é correta? 

A. O RNAm eucariótico é policistrônico. 

B. A sintese de RNAm envolve elementos reguladores de ação trans que se 
ligam aos elementos reguladores de ação cis. 

C. A síntese de RNAm é terminada na sequência de bases de DNA timina- 
-adenina-guanina (TAG). 

D. A poliadenilação da extremidade 5' do RNAm eucariótico requer um doa- 
dor de metila. 

E. Ocorte-junção do RNAm eucariótico envolve a remoção de éxons e a união 
de íntrons pelo proteassomo. 


Q2. HbA, um tetrâmero de 2 cadeias a e 2 B-globinas, leva O, dos pulmões aos 
tecidos e prótons e CO, dos tecidos aos pulmões. A concentração aumentada 
de quais dos seguintes compostos resultará na diminuição da distribuição de 
O, pelo HbA? 

A. 2,3-Bisfosfoglicerato 
B. Dióxido de carbono 
C. Monóxido de carbono 
D. Prótons 


Q3. Qual é a base para o aumento de HbA, e HbF (Hb fetal) nas -talassemias? 





Q4. Por que a técnica de hibridização de oligonucleotídeos alelo-específica é útil 
no diagnóstico de todos os casos de anemia falciforme, mas em nem todos os 
casos de f-talassemia? 


CASO 2: ERITEMA CUTÂNEO 





Apresentação do paciente: KL é uma mulher de 34 anos de idade que se apre- 
senta com uma erupção cutânea vermelha e não pruriginosa na coxa esquerda e 
sintomas gripais. 


História clínica: KL informa que a erupção cutânea apareceu há pouco mais de duas 
semanas. Começou pequena, mas aumentou. Ela também acha que está com gripe, 
porque seus músculos e articulações doem (mialgia e artralgia, respectivamente), e re- 
lata ter dores de cabeça nos últimos dias. Ao ser questionada, KL informa que ela e seu 
marido fizeram uma viagem de acampamento pela Nova Inglaterra no mês passado. 
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Exame físico (achados relevantes): ao exame físico, nota-se a presença de uma 
lesão vermelha, circular e plana de aproximadamente 11 cm que se assemelha a um 
alvo (erythema migrans) (ver imagem à esquerda). KL também está com febre baixa. 


Diagnóstico: KL tem doença de Lyme causada pela bactéria Borrelia burgdorferi, 
que é transmitida pela mordida de um carrapato do gênero Ixodes. Os carrapatos 
infectados são endêmicos no nordeste dos Estados Unidos. 


Tratamento: foi prescrito doxiciclina, um antibiótico da família das tetraciclinas. O 
monitoramento de KL continuará até que todos os sintomas desapareçam. Coleta de 
sangue foi realizada para exames laboratoriais. 


Prognóstico: os pacientes tratados com o antibiótico adequado nos estágios iniciais 
da doença de Lyme geralmente se recuperam rápida e completamente. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1: Os antibióticos da classe das tetraciclinas inibem a síntese proteica (tradução) 
no passo de iniciação. Qual das seguintes afirmações sobre a tradução está 
correta? 

A. Natradução eucariótica, o aminoácido iniciador é a metionina formilada. 

B. Somente o RNA transportador iniciador carregado vai diretamente para o 
sítio ribossômico A. 

C. Peptidiltransferase é uma ribozima que forma a ligação peptídica entre dois 
aminoácidos. 

D. Atradução procariótica pode ser inibida pela fosforilação do fator de inicia- 
ção 2. 

E. O término da tradução é independente da hidrólise de trifosfato de guano- 
sina. 

F. A sequência de Shine-Dalgarno facilita a ligação da subunidade ribossômi- 
ca grande ao RNA mensageiro (RNAm) eucariótico. 


Q2: Os Centros para o Controle e Prevenção de Doenças recomendam para a 
doença de Lyme um teste que envolve uma varredura com um ensaio imuno- 
enzimático (ELISA), seguido de uma análise por Western blot para confirmação 
em qualquer amostra com resultado de ELISA positivo ou ambíguo. Qual das 
seguintes afirmações sobre esses procedimentos é correta? 

A. Ambas as técnicas são usadas para detectar RNAm específico. 
B. Ambas as técnicas envolvem o uso de anticorpos. 

C. ELISA requer o uso de eletroforese. 

D. Western blot exige o uso da reação em cadeia da polimerase. 

Q3: Porque as células eucarióticas não são afetadas por antibióticos da classe das 
tetraciclinas? 





CASO 3: SANGUE NA ESCOVA DE DENTES 





Apresentação do paciente: LT é um homem de 84 anos de idade, cujas gengivas 
sangram há vários meses. 


História clínica: LT é viúvo e vive sozinho em uma comunidade suburbana na Costa 
Leste. Ele não dirige mais. Seus dois filhos vivem na Costa Oeste e raramente vêm 
para o Leste. Desde a morte de sua esposa, há 11 meses, ele ficou isolado e tem 
dificuldade em sair da casa. Seu apetite mudou, e ele se alimenta de cereais, café e 
lanches embalados. A mastigação é difícil. 


Exame físico (achados relevantes): chamou a atenção no exame físico a presença 
de gengivas inchadas de cor escura (ver imagem à esquerda). Vários dentes de LT es- 
tavam soltos, incluindo um que ancora sua ponte dentária. Diversas equimoses foram 
observadas nas pernas, e foi observada uma ferida não cicatrizada no pulso direito. 
A inspeção de seu couro cabeludo revelou pequenas manchas vermelhas (petéquias) 
em torno de alguns dos folículos pilosos. Foi realizada coleta de sangue para exames 
laboratoriais. 
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Resultados de testes sanguíneos de LT: 


Paciente Valores de referência 
Eritrócitos 4,0 x 10º/mm (B) 4,3-5,9 
Hemoglobina 10 g/dL (B) 13,5-17,5 (homens) 
Volume corpuscular médio 78 um’ (B) 80-100 
Ferro sérico 40 g/dL (B) 50-170 
Ferritina sérica 23 pg/L (B) 40-160 pg/L 
Capacidade total de ligação do ferro 375 ug/dL (E) 300-360 ug/dL 
Plaquetas 250 x 10/L 150-350 x 10L 


A pesquisa de sangue oculto nas fezes foi negativa. 


Os resultados dos testes de acompanhamento (obtidos vários dias após a primeira 
consulta) incluíram o seguinte: 


Paciente Valores de referência 
Vitamina C (plasma) 0,16 mg/dL (B) 0,2-2 


E = elevado; B = Baixo. 


Diagnóstico: LT possui deficiência de vitamina C com anemia microcítica e hipocrô- 
mica secundária à deficiência. 


Tratamento: foi prescrito para LT vitamina C (ácido ascórbico oral) e suplementos de 
ferro (sulfato ferroso oral). Ele também será encaminhado para serviços sociais. 


Prognóstico: o prognóstico para recuperação é excelente. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1: Qual das seguintes afirmações sobre vitamina C é correta? A vitamina C é: 
A. Um competidor de absorção de ferro no intestino. 
B. Uma vitamina lipossolúvel com um suprimento de três meses, normalmente 
armazenado no tecido adiposo. 
C. Uma coenzima em várias reações enzimáticas, tais como a hidroxilação da 
prolina. 
D. Necessária para a ligação cruzada de colágeno. 


Q2: Ao contrário da anemia microcítica característica da deficiência de ferro (co- 
mum em adultos mais velhos), uma anemia macrocítica é vista com deficiên- 
cias de vitamina B,, e/ou ácido fólico. Estas deficiências vitamínicas também 
são comuns em adultos mais velhos. Qual das seguintes afirmações sobre es- 
sas vitaminas é correta? 

A. Uma incapacidade de absorver vitamina B,, resulta em anemia perniciosa. 

B. Ambas as vitaminas causam alterações na expressão gênica. 

C. O ácido fólico desempenha um papel fundamental no metabolismo energé- 
tico na maioria das células. 

D. O tratamento com metotrexato pode resultar em níveis tóxicos da forma 
coenzima do ácido fólico. 

E. Avitamina B,, é a coenzima necessária para enzimas que catalisam as rea- 
ções de desaminação, descarboxilação e transaminação de aminoácidos. 


Q3: Como as anemias hemolíticas diferem das anemias nutricionais? 


CASO 4: FREQUÊNCIA CARDÍACA RÁPIDA, 
DOR DE CABEÇA E TRANSPIRAÇÃO 





Apresentação do paciente: BE é uma mulher de 45 anos de idade que está preocu- 
pada, pois começou a apresentar episódios súbitos (paroxísticos), intensos e breves 
de dor de cabeça, transpiração (diaforese) e palpitações. 
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História clínica: BE relata que os episódios começaram há, aproximadamente, três 
semanas. Eles duram de 2 a 10 minutos, nos quais ela se sente bastante ansiosa. Du- 
rante os episódios, parece que o seu coração está pulando batidas (arritmia). No início, 
ela achava que os episódios estavam relacionados ao estresse recente no trabalho e 
talvez até à menopausa. Na última vez que aconteceu, ela estava em uma farmácia e 
mediu sua pressão sanguínea. Foi-lhe dito que estava com 165/110 mmHg. BE obser- 
va que perdeu peso (cerca de 4 kg) nesse período, embora seu apetite esteja normal. 


Exame físico (achados relevantes): ao exame físico, BE mostrava-se emagrecida 
e pálida. A pressão arterial estava elevada (150/100 mmHg), assim como a frequência 
cardíaca (110 a 120 batimentos/minuto). Com base na história de BE, foram solicitados 
níveis plasmáticos de normetanefrina e metanefrina. Eles mostraram-se elevados. 


Diagnóstico: BE tem um feocromocitoma, um tumor raro de secreção de catecola- 
minas da medula da suprarenal. 


Tratamento: foram realizados estudos de imagem do abdome para localizar o tumor. 
Foi realizada ressecção cirúrgica do tumor. O tumor não era maligno. As medidas de 
acompanhamento dos níveis plasmáticos de metanefrinas foram realizadas duas se- 
manas depois, e estes estavam na faixa normal. 


Prognóstico: a taxa de sobrevivência de cinco anos para feocromocitomas não ma- 
lignos é > 95%. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. Os feocromocitomas secretam noradrenalina (NA) e adrenalina. Qual das se- 
guintes afirmações sobre a síntese e degradação dessas duas aminas biogêni- 
cas é correta? 

A. O substrato para a sua síntese é o triptofano, que é hidroxilado a 3,4-di- 
-hidroxifenilalanina (DOPA) pela triptofano hidroxilase, que requer a tetra- 
-hidrobiopterina. 

B. A conversão de DOPA em dopamina utiliza uma carboxilase que necessita 
de piridoxal-fosfato. 

C. A conversão de NA para adrenalina requer vitamina C. 

D. A degradação envolve a metilação pela catecol-O-metiltransferase e pro- 
duz normetanefrina a partir da NA e metanefrina a partir da adrenalina. 

E. Normetanefrina e metanefrina são desaminadas oxidativamente a ácido 
homovanílico pela monoamino-oxidase. 

Q2. Qual das seguintes afirmações sobre as ações da adrenalina e/ou NA está cor- 
retas? 

A. A NA funciona como um neurotransmissor e um hormônio. 

B. Elas são iniciadas pela autofosforilação de resíduos selecionados de tirosi- 
na em seus receptores. 

C. Elas são mediadas pela ligação aos receptores adrenérgicos, que são uma 
classe de receptores nucleares. 

D. Elas resultam na ativação da síntese de glicogênio e triacilglicerol. 


Q3. A NA, ligada a certos receptores, causa vasoconstrição e aumento da pressão 
arterial. Por que a NA pode ser usada clinicamente no tratamento do choque 
séptico? 


CASO 5: SENSIBILIDADE AO SOL 





Apresentação do paciente: AZ é um menino de 6 anos de idade que está sendo 
avaliado por apresentar áreas de hiperpigmentação em seu rosto, pescoço, antebraço 
e pernas. 


História clínica: o pai de AZ relata que o menino sempre foi bastante sensível ao sol. 
Sua pele fica vermelha (eritema) e seus olhos doem (fotofobia) se ele ficar exposto ao 
sol por qualquer período de tempo. 
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Exame físico (achados relevantes): o exame físico chamou a atenção pela presen- 
ça de áreas espessadas, escamosas (queratose actínica) e áreas hiperpigmentadas na 
pele exposta à radiação ultravioleta (UV) do sol. Pequenos vasos sanguíneos dilatados 
(telangiectasia) também foram vistos. Foram feitas biópsias de vários lugares de seu 
rosto e duas delas mostraram ser carcinomas de células escamosas. 


Diagnóstico: AZ apresenta xeroderma pigmentoso, um defeito raro no reparo do 
DNA por excisão de nucleotídeos. 


Tratamento: proteção contra a luz solar, por meio do uso de protetores solares, 
como roupas de proteção que refletem a radiação UV e produtos químicos que a ab- 
sorvem, é essencial. Recomenda-se exames frequentes de pele e olhos. 


Prognóstico: a maioria dos pacientes com xeroderma pigmentoso morre em uma 
idade precoce de câncer de pele. No entanto, a sobrevivência além da meia-idade é 
possível. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. Qual das seguintes afirmações sobre os mecanismos de reparo do DNA é cor- 
reta? O reparo do DNA: 

é realizado apenas por eucariotos. 

para quebras de cadeia dupla é livre de erros. 

de bases pareadas incorretamente envolve o reparo da cadeia parental. 

de dímeros de pirimidina induzidos por radiação UV envolve a remoção de 

um oligonucleotídeo curto contendo o dímero. 

de uracila, produzida pela desaminação da citosina, requer as ações de 

endo e exonucleases para remover a base uracila. 


vom» 


m 


Q2. Qual das seguintes afirmações sobre síntese de DNA (replicação) está correta? 
A replicação: 

em ambos, eucariotos e procariotos, requer um iniciador de RNA. 

em eucariotos requer a condensação da cromatina. 

nos procariotos é realizada por uma única DNA-polimerase. 

é iniciada em locais aleatórios no genoma. 

produz um polímero de desoxirribonucleosídeos-monofosfatos ligados por 

ligações fosfodiéster 5'> 3". 


Q3. Quala diferença entre revisão e reparo do DNA? 
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CASO 6: URINA ESCURA E ESCLERA AMARELA 





Apresentação do paciente: JF é um menino de 13 anos de idade que apresenta 
fadiga e esclera amarela. 


História clínica: JF começou o tratamento há cerca de quatro dias com um quimio- 
terápico (sulfonamida) e um analgésico urinário para uma infecção do trato urinário. 
Ele foi informado de que sua urina mudaria de cor (tornando-se avermelhada) devido 
ao analgésico, mas ele relata que ficou mais escura (mais acastanhada) nos últimos 
dois dias. Ontem à noite, sua mãe percebeu que seus olhos tinham uma tonalidade 
amarela. JF relata se sentir muito enfraquecido. 


Exame físico (achados relevantes): o exame fisico foi notável pelo aspecto pálido 
de JF, leve icterícia da esclera, esplenomegalia leve e aumento da frequência cardiaca 
(taquicardia). Observou-se a presença de hemoglobina (hemoglobinúria) na urina de 
JF. Um esfregaço de sangue periférico revela um número mais baixo do que o normal 
de glóbulos vermelhos (eritrócitos), com alguns contendo hemoglobina precipitada 
(corpos de Heinz; ver imagem à direita), e um número aumentado de reticulócitos (eri- 
trócitos imaturos). Os resultados do hemograma completo e exames bioquímicos de 
sangue estão pendentes. 


Diagnóstico: JF possui deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), um 
distúrbio ligado ao X que causa hemólise (lise de eritrócitos). 
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Tratamento: a deficiência de G6PD pode resultar em uma anemia hemolítica em 
indivíduos afetados expostos a agentes oxidantes. O tratamento de JF será modifica- 
do para um antibiótico diferente. Ele será informado de que ele é suscetível a certos 
medicamentos (p. ex., sulfamidas), alimentos (fava ou feijão) e certos produtos quími- 
cos (p. ex., naftaleno), e que deve evitar a exposição a eles. 


Prognóstico: na ausência de exposição a agentes oxidantes, a deficiência de G6PD 
não causa mortalidade ou morbidade significativa. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. A G6PD catalisa a etapa regulada na via das pentoses-fosfato. Qual das se- 

guintes afirmações sobre a G6PD e a via das pentoses-fosfato está correta? 

A. Deficiência de G6PD ocorre apenas nos eritrócitos. 

B. Deficiência de G6PD resulta em incapacidade de manter a glutationa em 
sua forma funcional e reduzida. 

C. A via das pentoses-fosfato inclui uma reação de redução reversível, segui- 
da por uma série de interconversões de açúcares fosforilados. 

D. A forma reduzida de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NADPH), 
produzida pela via das pentoses-fosfato, é utilizada em processos tais 
como a oxidação de ácidos graxos. 


Q2. Os resultados do hemograma de JF foram consistentes com uma anemia 
hemolítica. Os testes bioquímicos do sangue revelaram uma elevação no 
nível de bilirrubina. Qual das seguintes afirmações relativas à bilirrubina é 
correta? 

A. A hiperbilirubinemia pode causar deposição de bilirrubina na pele e escle- 
ra, resultando em icterícia. 

B. A solubilidade da bilirrubina é aumentada por sua conjugação com duas 
moléculas de ácido ascórbico no figado. 

C. Aforma conjugada de bilirrubina aumenta no sangue na anemia hemolítica. 

D. A fototerapia pode aumentar a solubilidade do excesso de bilirrubina gera- 
da nas porfirias. 


Q3. Por que o urobilinogênio urinário aumenta em relação ao normal na icterícia 
hemolítica e está ausente na icterícia obstrutiva? 


CASO 7: DOR ARTICULAR 





Apresentação do paciente: IR é um homem de 22 anos de idade que se apresenta 
para acompanhamento médico 10 dias depois de ter sido tratado na Sala de Emergên- 
cia (SE) por inflamação grave na base do polegar. 


História clínica: esta foi a primeira ocorrência de dores nas articulações graves de 
IR. Na SE, ele recebeu uma medicação anti-inflamatória. O fluido aspirado da articu- 
lação carpometacarpiana do polegar foi negativo para microrganismos, mas positivo 
para cristais de urato monossódico em forma de agulha (ver imagem à esquerda). Os 
sintomas inflamatórios já foram resolvidos. IR informa que ele está em boa saúde, e 
não apresenta história médica pregressa significativa. Seu índice de massa corporal 
(IMC) é de 31. Nenhum tofo (depósito de cristais de urato monossódico sob a pele) foi 
detectado no exame físico. 


Resultados relevantes: os resultados em uma amostra de urina de 24 horas e exa- 
mes de sangue solicitados antes desta consulta revelam que IR não é um baixo secre- 
tor de ácido úrico. O urato no sangue foi de 8,5 mg/dL (referência = 2,5-8,0). A juventu- 
de do paciente, em que tais sintomas não são frequentes, sugere uma enzimopatia do 
metabolismo das purinas, e exames de sangue adicionais foram solicitados. 


Diagnóstico: IR tem gota (doença de deposição de cristal de urato monossódico), 
um tipo de artrite inflamatória. 
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Tratamento: IR recebeu prescrições de alopurinol e colchicina. Os objetivos do tra- 
tamento são reduzir seus níveis de urato no sangue para < 6,0 mg/dL e prevenir episó- 
dios adicionais. Ele foi aconselhado a perder peso porque o excesso de peso ou obe- 
sidade é um fator de risco para a gota. Seu IMC de 31 o coloca na categoria de obeso. 
Ele também recebeu informações escritas sobre a associação entre dieta e gota. 


Prognóstico: a gota aumenta o risco de desenvolver cálculos renais. Também está 
associada à hipertensão, ao diabetes e à doença cardíaca. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. O alopurinol é convertido no organismo em oxipurinol, que funciona como um 
inibidor não competitivo de uma enzima no metabolismo das purinas. Qual das 
seguintes afirmações sobre o metabolismo das purinas e sua regulação é correta? 
A. Como um inibidor não competitivo, o oxipurinol aumenta a constante de 

Michaelis (K„) da enzima-alvo. 

Colchicina inibe a xantina-oxidase, uma enzima da degradação de purinas. 

O glutamato proporciona dois dos átomos de nitrogênio do anel de purinas. 

Na síntese de nucleotídeos púricos, o sistema de anel é construído primeiro 

e depois é ligado à ribose-5-fosfato. 

E. O oxipurinol inibe a amidotransferase que inicia a degradação do sistema 

de anel de purinas. 

F. As deficiências enzimáticas parciais ou completas na via de salvação de 

bases púricas são caracterizadas por hiperuricemia. 
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Q2. As purinas são um dos tipos de base nitrogenada encontrada nos nucleotídeos. 
O outro tipo são as pirimidinas. Qual das seguintes afirmações é verdadeira 
sobre as pirimidinas? 

A. Carbamoil-fosfato-sintetase | é a atividade enzimática regulada na síntese 
do anel de pirimidinas. 

B. O metotrexato diminui a síntese do nucleotídeo pirimídico timidina mono- 
fosfato. 

C. Acidúria orótica é uma patologia da degradação de pirimidinas. 

D. A síntese de nucleotídeos pirimídicos é independente do 5-fosforribosil-1- 
-pirofosfato (PRPP). 


Q3. Subsequentemente, foi demonstrado que IR tem uma forma de PRPP-sintetase 
com atividade enzimática aumentada. Por que isso resulta em hiperuricemia? 


CASO 8: SEM MOVIMENTOS INTESTINAIS 





Apresentação do paciente: DW é uma menina recém-nascida de 48 horas de vida 
que ainda não teve movimentos intestinais. 


História clínica: DW é uma recém-nascida a termo de uma gravidez e parto normais. 
Ela parecia normal ao nascimento. DW é a primeira filha dos pais de etnia do Norte da 
Europa. Os pais estão em boa saúde e as histórias familiares não são dignas de nota. 


Exame físico (achados relevantes): DW tem um abdome distendido. Ela recente- 
mente vomitou pequenas quantidades de material bilioso (de cor verde). 


Diagnóstico: o íleo de mecônio (obstrução do íleo pelo mecônio, as primeiras fezes 
produzidas por recém-nascidos) foi confirmado por raios X abdominal. Cerca de 98% 
dos recém-nascidos a termo com íleo meconial têm fibrose cística. O diagnóstico de 
fibrose cística foi posteriormente confirmado com um teste de cloreto no suor. 


Tratamento: o íleo foi tratado com sucesso de forma não cirúrgica. Para o tratamen- 
to da fibrose cística, a família foi encaminhada ao centro de fibrose cística do hospital 
infantil regional. 


Prognóstico: a fibrose cística é a doença limitante autossômica-recessiva mais co- 
mum em caucasianos. 


UIP SOSeg 





2 
[o] 
q 
o 
o 
(7) 
fo] 
(7) 
A, 





[e>] 
co 
2 
O 
(7] 
y 
[6] 
o 
o 
D 
© 
E 
ke] 
Qu 
O 
(7) 
fs 
(6) 





546 


Denise R. Ferrier 





QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. A fibrose cística é o resultado de mutações no gene que codifica a proteina 
RTFC (proteína reguladora da condutância transmembrana da fibrose cística), 
que funciona como um canal de cloreto na membrana apical de células epite- 
liais em uma superfície mucosa. Qual das seguintes afirmações sobre a fibrose 
cística está correta? 

A. As manifestações clínicas de fibrose cística são consequências da reten- 
ção de cloreto com aumento da reabsorção de água, que faz com que o 
muco na superfície epitelial seja excessivamente espesso e pegajoso. 

B. A secreção pancreática excessiva de insulina na fibrose cística geralmente 
resulta em hipoglicemia. 

C. O teste genético para fibrose cística pode envolver o uso de um conjunto 
de sondas para as mutações mais comuns, uma técnica conhecida como 
análise de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição. 

D. Algumas mutações resultam em degradação prematura da proteína RTFC 
por meio da ligação com ubiquinona seguida de proteólise mediada por 
proteassomo. 

E. A mutação mais comum, AF508, resulta na perda de um códon para a fe- 
nilalanina e é classificada como uma mutação por mudança da matriz de 
leitura. 


Q2. A proteína RTFC é uma glicoproteína intrínseca da membrana plasmática. O 
direcionamento de proteínas destinadas a funcionar como componentes de 
membranas: 

A. inclui transporte para e através do Golgi. 
B. envolve uma sequência sinalizadora aminoterminal que é retida na proteína 
funcional. 
C. ocorre após a proteína ter sido completamente sintetizada (i.e., pós-tradu- 
ção). 
D. requer a presença de resíduos de manose-6-fosfato na proteína. 
Q3. Por que a esteatorreia pode ser observada na fibrose cística? 


CASO 9: AMÔNIA ELEVADA 





Apresentação do paciente: RL é um menino recém-nascido de 40 horas de vida 
com sinais de edema cerebral. 


História clínica: RL é um recém-nascido a termo de uma gravidez e parto normais. 
Ele parecia normal ao nascimento. Com 36 horas, tornou-se irritável, letárgico e hipo- 
térmico. Ele comeu pouco e vomitou. Ele também exibiu taquipneia (respiração rápida) 
e postura neurológica anormal. Com 38 horas de vida, ele teve uma crise epiléptica. 


Exame físico (achados relevantes): foi detectada alcalose respiratória (aumento do 
PH, redução de CO, [hipocapnia]), aumento da amônia e diminuição de ureia no san- 
gue. Uma avaliação dos aminoácidos revelou que argininosuccinato aumentou > 60 
vezes em relação aos níveis basais, e a citrulina aumentou quatro vezes. A glutamina 
estava elevada e a arginina estava diminuída em relação ao normal. 


Diagnóstico: RL possui um defeito enzimático do ciclo da ureia de início neonatal. 


Tratamento: foi realizada hemodiálise para remover a amônia. Fenilacetato de sódio 
e benzoato de sódio foram administrados para auxiliar na excreção de nitrogênio resi- 
dual, bem como a arginina. O tratamento a longo prazo incluirá a limitação ao longo da 
vida da ingestão de proteínas; suplementação com aminoácidos essenciais; e admi- 
nistração de arginina, fenilacetato de sódio e fenilbutirato de sódio. 


Prognóstico: a sobrevivência até a idade adulta é possível. O grau de comprometi- 
mento neurológico está relacionado ao grau e à extensão da hiperamonemia. 
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QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. Com base nos achados, qual enzima do ciclo da ureia é mais provável estar 
deficiente nesse paciente? 

Arginase 

Argininossucinato-liase 

Argininossucinato-sintetase 

Carbamoil-fosfato-sintetase | 

Ornitina-transcarbamoilase 


moon > 


Q2. Por que a suplementação de arginina é útil neste caso? 

Q3. Em indivíduos com deficiência parcial (mais leve) de enzimas do ciclo da ureia, 
o nível de qual dos seguintes estaria diminuído em períodos de estresse fisioló- 
gico? 

Alanina 

Amônia 

Glutamina 

Insulina 

pH 


moom> 


CASO 10: DOR NA PANTURRILHA 





Apresentação do paciente: CR é uma mulher de 19 anos de idade que está sendo 
avaliada por dor e inchaço na panturrilha direita. 


História clínica: dez dias atrás, CR teve o seu baço removido após um acidente de 
bicicleta em que ela fraturou a eminência tibial, necessitando de imobilização do joelho 
direito. Ela teve uma boa recuperação da cirurgia. CR já não está tomando medicação 
para dor, mas continuou usando anticoncepcional oral. 


Exame físico (achados relevantes): a panturrilha direita de CR apresenta cor aver- 
melhada (eritematosa) e quente ao toque. Está visivelmente inchada. A panturrilha es- 
querda é de aparência normal e está sem dor. Um ultrassom é solicitado. 


Diagnóstico: CR apresenta trombose venosa profunda (TVP). O uso de anticoncep- 
cionais orais é um fator de risco para TVP, assim como cirurgia e imobilização. 


Tratamento (imediato): são administrados heparina e warfarina. 


Prognóstico: nos 10 anos após a TVP, cerca de um terço dos indivíduos tem uma 
recorrência. 


QUESTÕES RELACIONADAS AO CASO: 
escolha a MELHOR resposta. 





Q1. Uma TVP consiste em um coágulo sanguíneo que bloqueia a luz de uma veia 
profunda, mais comumente nos membros inferiores. Qual das seguintes afirma- 
ções sobre a cascata de coagulação está correta? 

Uma deficiência no fator (F)IX da via intrínseca resulta em hemofilia A. 

FIII da via extrínseca é uma serina-protease. 

A formação da malha da fibrina é referida como hemostasia primária. 

A trombina ativa, de forma proteolítica, os componentes das vias extrinse- 

ca, intrínseca e comum. 

E. Avitamina K é necessária para a ativação do fibrinogênio. 


pope 


Q2. Qual dos seguintes fatores aumentaria o risco de trombose? 
Excesso de produção de antitrombina 

Excesso de produção de proteína S 

Expressão de FV Leiden 

Hipoprotrombinemia 

Doença de von Willebrand 


nao 


Q3. Compare e contraste as ações de heparina e warfarina. 
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20 p 0% de CO-Hb IV RESPOSTAS DAS QUESTÕES DOS CASOS DIRIGIDOS 


x 





50% de CO-Hb CASO 1: ANEMIA COM B-TALASSEMIA MENOR 





Q1: Resposta = B. A transcrição (síntese da cadeia de fita simples de RNA a partir 
do molde de DNA de cadeia dupla) requer a ligação de proteínas (elementos 
reguladores de ação trans) a sequências no DNA (elementos reguladores de 
ação cis). O RNA mensageiro eucariótico (RNAm) é monocistrônico porque 
contém informações de apenas um gene (cistron). A sequência de bases TAG 
(timina adenina guanina) na cadeia codificante do DNA produz U(uracilaJAG no 
RNAm. O UAG é um sinal que encerra a tradução (síntese proteica), e não a 
transcrição. É a formação do quepe 5' no RNAm eucariótico que requer meti- 
lação (usando S-adenosilmetionina), e não a poliadenilação da extremidade 3". 
Corte-junção é o processo mediado pelo spliceossomo pelo qual os introns são 
removidos do RNAm eucariótico e os éxons são unidos. 

Q2: Resposta = C. O monóxido de carbono (CO) aumenta a afinidade da hemoglo- 
bina (Hb) A pelo O,, diminuindo a capacidade da HbA para suprir O, aos teci- 
dos. O CO estabiliza a forma R (relaxada) ou oxigenada e desloca a curva de 
dissociação de O, para a esquerda, diminuindo a distribuição de O, (ver figura 
no canto superior esquerdo). As outras escolhas diminuem a afinidade para 
O,, estabilizam a forma T (tensa) ou desoxigenada e causam um deslocamento 
para a direita na curva. 


Q3: HbA, e Hb fetal (HbF) não contêm B-globina. À medida que a produção de 
B-globina diminui, a síntese de HbA, (a,ô,) e HbF (a, y,) aumenta. 


Teoremo, 
(mL /100 mL de sangue) 
3 
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o 40 so 120 
Pressão parcial de oxigênio (pO,) 
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Esta linha foi analisada com sonda å á i a ” 
alelo-específica de oligonucleotideos Q4: A anemia falciforme é causada por uma única mutação pontual (A — T) no gene 
para o gene normal p^. da B-globina, que resulta na substituição do glutamato por valina na sexta posição 
Esta linha foi analisada com sonda de aminoácido na proteína. A análise da mutação usando sondas alelo-específicas 
alelo-específica de oligonuciootídeos de oligonucleotídeos para essa mutação (B) e para a sequência normal (B^) é 
para o gene mutante B°. soi i ppo E A i í 
utilizada no diagnóstico (ver figura no canto inferior esquerdo). A B-talassemia, 
e Sonda hibridiza com o DNA do paciente. em contrapartida, é causada por centenas de mutações diferentes. A análise de 





n dados usando sondas alelo-específicas de oligonucleotídeos pode avaliar muta- 
t+ = Sonda não hibridiza com o DNA do paciente. sa pirata E, È à i 

.- ções comuns, incluindo mutações pontuais, em populações em risco (p. ex., as de 
Duas amostras de DNA de cada indivíduo ascendência grega). Contudo, as mutações menos comuns geralmente não estão 
são npuCadas ira ira incluídas no painel e só podem ser detectadas por sequenciamento do DNA. 


CASO 2: ERITEMA CUTÂNEO COM DOENÇA DE LYME 





Q1: Resposta = C. A formação de ligação peptídica entre o aminoácido no sítio A 
do ribossomo e o último aminoácido adicionado ao peptídeo em crescimento 
no sítio P é catalisada por um RNA da subunidade ribossômica maior. Qualquer 
RNA com atividade catalítica é referido como uma ribozima (ver figura na pró- 
xima página). A metionina formilada é utilizada para iniciar a tradução procarió- 
tica. O RNA transportador iniciador carregado (RNAt) é o único RNAt que vai 
diretamente ao sítio P, deixando o sítio A disponível para o RNAt que transporta 
o próximo aminoácido da proteina que está sendo sintetizada. A tradução eu- 
cariótica é inibida pela fosforilação do fator de iniciação 2 (elF-2). A sequência 
de Shine-Dalgarno é encontrada no RNA mensageiro (RNAm) procariótico e 
facilita a interação do RNAm com a subunidade ribossômica menor. Em euca- 
riotos, as proteínas ligantes de cap realizam essa tarefa. 


Q2: Resposta = B. O imunoensaio ligado a enzimas (ELISA) e o Western blot são 
utilizados para analisar proteínas. Ambos fazem uso de anticorpos para detec- 
tar e quantificar a proteina de interesse. É o Western blot que utiliza eletrofore- 
se. A reação em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada para amplificar o DNA. 


Q3: Os antibióticos da família da tetraciclina inibem a síntese proteica se ligando e 
bloqueando o sítio A da subunidade ribossômica menor (30S) nos procariotos. 
A tetraciclina interage especificamente com o RNA ribossômico (RNAr) 16S, 
componente da subunidade 30S, inibindo a iniciação da tradução. Eucariotos 
não contêm RNAr 16S. Sua subunidade menor (40S) contém RNAr 18S, que 
não liga a tetraciclina. 
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Cadeia peptídica Cadeia peptídica — 





Ribossomo A 





Peptidiltransferase (ribozima) 


H,O 


CASO 3: SANGUE NA ESCOVA DE DENTES 
COM DEFICIENCIA DE VITAMINA C 





Q1: 


Q2: 


LÚMEN INTESTINAL 


ENTERÓTICO 


CIRCULAÇÃO 


Resposta = C. A vitamina C (ácido ascórbico) funciona como uma coenzima na 
hidroxilação de prolina e lisina na síntese de colágeno, uma proteína fibrosa da 
matriz extracelular. A vitamina C também é a coenzima para citocromo b duo- 
denal (CytD),que reduz o ferro dietético da forma férrica (Fe™) à forma ferrosa 
(Fe?), que é necessária para a absorção via transportador de metais divalentes 
(TMD) dos enterócitos (ver figura abaixo). Com a deficiência de vitamina C, a 
absorção de ferro na dieta é prejudicada e causa uma anemia microcítica e 
hipocrômica. Sendo uma vitamina solúvel em água, a vitamina C não é arma- 
zenada. A formação das ligações cruzadas (reticulação) do colágeno pela lisil- 
-oxidase requer cobre e não vitamina C. 


Resposta = A. A incapacidade de absorver a vitamina B,, leva à anemia perni- 
ciosa, que é mais comumente causada pela diminuição da produção do fator 
intrínseco (FI) pelas células parietais do estômago (ver figura à direita). As vita- 
minas D e A, em complexo com seus receptores, se ligam ao DNA e alteram a 
expressão gênica. A tiamina (vitamina B,) é uma coenzima na descarboxilação 
oxidativa do piruvato e do a-cetoglutarato e, portanto, é importante no meta- 
bolismo energético na maioria das células. O metotrexato inibe a di-hidrofolato- 
-redutase, a enzima que reduz di-hidrofolato em tetra-hidrofolato (THF), a forma 
funcional de coenzima do folato. Isso resulta em menor disponibilidade de THF. 
É a piridoxina (vitamina B,) como piridoxal-fosfato que é a coenzima para a 


a, Fe? (ferro não heme) 


Vitamina C 


Heme E Fe 
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Adrenalina Noradrenalina 


woN gro 
comr 


COMT 
Ácido di-hidroximandélico 
COMT 
Metanefrina Normetanefrina 


MAI N flo 


Ácido vanililmandélico 


5 
g 





Endonuclease 
Dímero de UvV-específica 
pirimidina (uvrABC 

excinuclease) 

E UDER QE ER DS E 
5 g 
Corte A KR. corte 

+ Remoção de 
LO oligonucleotídeo 
danificado 


e 
5 3 
Desoxinucleosídeos- | DNA-polimerase 
-trifosfatados 


3 g 
K Corte 
| 


NA-ligase 


MERRRRREERERA RA 
5 3 


Q3: 


maioria das reações que envolvem aminoácidos. (Nota: a tetra-hidrobiopterina 
é necessária para a ação das enzimas hidroxilases dos aminoácidos aromáti- 
cos e óxido nítrico-sintase.) 


As anemias nutricionais são caracterizadas pelo aumento do tamanho dos 
eritrócitos (deficiências de folato e B,,) ou pela redução do tamanho dessas 
células (deficiências de ferro e vitamina C). Nas anemias hemolíticas, como é 
observado nas deficiências da glicose-6-fosfato-desidrogenase e da piruvato- 
-cinase e na anemia falciforme, o tamanho dos eritrócitos geralmente é normal, 
e o seu número diminui. 


CASO 4: FREQUÊNCIA CARDÍACA RÁPIDA, DOR DE 
CABEÇA E TRANSPIRAÇÃO COM FEOCROMOCITOMA 





Q1: 


Q3: 


Resposta = D. A degradação da adrenalina e da noradrenalina (NA) envolve a 
metilação pela catecol-O-metiltransferase (COMT), que produz normetanefri- 
na a partir da NA e metanefrina a partir da adrenalina (ver figura à esquerda). 
Ambos os produtos são desaminados a ácido vanililmandélico pela monoami- 
no-oxidase (MAO). O substrato para a síntese das catecolaminas é a tirosina, 
que é hidroxilada a 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) pela tirosina-hidroxilase 
que requer a tetra-hidrobiopterina. DOPA é convertida em dopamina por uma 
descarboxilase que requer piridoxal-fosfato. (Nota: a maioria das carboxilases 
requer biotina.) A NA é convertida em adrenalina por metilação, e a S-adenosil- 
metionina fornece o grupo metila. 


Resposta = A. A NA liberada do sistema nervoso simpático funciona como 
um neurotransmissor que atua sobre neurônios pós-sinápticos e causa, por 
exemplo, aumento da frequência cardíaca. Também é liberada pela medula da 
suprarrenal e, juntamente com a adrenalina, funciona como um hormônio con- 
trarregulador que resulta na mobilização de combustíveis armazenados (p. ex., 
glicose e triacilgliceróis). Essas ações são mediadas pela ligação de NA a re- 
ceptores adrenérgicos que são receptores da membrana plasmática acoplados 
à proteína G e não a receptores nucleares, como os hormônios esteroides, ou a 
receptores tirosina-cinase na membrana, como o receptor da insulina. 


O choque séptico é a hipotensão por vasodilatação (pressão arterial baixa cau- 
sada pela dilatação dos vasos sanguíneos) resultante da produção de grandes 
quantidades de óxido nítrico pela óxido nítrico-sintase induzível em resposta à 
infecção. A NA se liga a receptores nas células do músculo liso e causa vaso- 
constrição, aumentando a pressão arterial. 


CASO 5: SENSIBILIDADE AO SOL COM 
XERODERMA PIGMENTOSO 





Q1: 


Q2: 


Resposta = D. Os dímeros de pirimidina são as lesões características do DNA 
causadas pela radiação ultravioleta (UV). O seu reparo envolve a excisão de um 
oligonucleotídeo contendo o dímero e a substituição desse oligonucleotídeo, 
um processo conhecido como reparo por excisão de nucleotídeos (REN). (Ver 
figura à esquerda para uma representação do processo em procariotos.) Siste- 
mas de reparo de DNA são encontrados em procariotos e eucariotos. Nada é 
livre de erros, mas o método de recombinação homóloga (RH) do reparo da que- 
bra de cadeia dupla é muito menos propenso a erro do que o método de união 
de extremidades não homólogas (UENH), porque qualquer DNA que foi perdido 
é substituído. O reparo de pareamentos errados envolve a identificação e o re- 
paro da cadeia recentemente sintetizada (filha). Nos procariotos, a extensão da 
metilação da fita é usada para discriminação entre as fitas. O reparo por excisão 
de base (REB), o mecanismo pelo qual a uracila é removida do DNA, utiliza uma 
glicosilase para remover a base, criando um sítio apirimídico ou apurínico (AP). 
A ribose-fosfato é então removida pelas ações de endo e exonucleases. 


Resposta = A. Toda replicação requer um RNA iniciador porque as DNA-poli- 
merases (pol) não podem iniciar a síntese de DNA. A cromatina de eucariotos é 
descondensada (relaxada) para replicação. O relaxamento pode ser realizado, por 
exemplo, por acetilação por meio de histonas-acetiltransferases. Procariotos têm 
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mais de uma DNA-polimerase. Por exemplo, a pol Ill estende o RNA iniciador com 
DNA, e pol | remove o iniciador e o substitui com DNA. A replicação é iniciada em 
locais específicos (um em procariotos, muitos em eucariotos) que são reconhe- 
cidos por proteínas (p. ex., DnaA em procariotos). Os desoxinucleosídeos-mono- 
fosfatos (ANMP) são unidos por uma ligação fosfodiéster que liga o grupo 3'-hi- 
droxila do último dNMP adicionado ao grupo 5'-fosfato do nucleotídeo entrante, 
formando uma ligação fosfodiéster 3'— 5”, enquanto o pirofosfato é liberado. 


Q3: A revisão ocorre durante a replicação na fase S (síntese de DNA) do ciclo celular 
e envolve a atividade de exonuclease 3'— 5”, apresentada por algumas DNA- 
-pol (ver figura abaixo). Como o reparo pode ocorrer independentemente da 
replicação, ele pode ser realizado fora da fase S. 


Base pareada de modo incorreto 


Atividade de 
exonuclease 
3'>5' da 
DNA-polimerase 





CASO 6: URINA ESCURA E ESCLERA AMARELA 


D 
0) 
(2 
Ke) 
[e] 
a 
» 
(7) 
o 
p 
(7) 
Q 
[= 
D 
2 
O: 
D 
q 
Q 
fo) 
(7) 
2 
(7) 
o) 
(7) 
a 
3. 
Q, 
o 
[e] 
(7) 
O 
p 
V 
[o] 
(72 
p 
[02] 





Q1: Resposta = B. A glutationa na sua forma reduzida (G-SH) é um importante an- 
tioxidante. A enzima glutationa-peroxidase contendo selênio reduz o peróxido 
de hidrogênio (H,O,, uma espécie reativa de oxigênio) em água à medida que a 
glutationa é oxidada (G-S-S-G). A glutationa-redutase requer nicotinamida-ade- 
nina-dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH) e regenera G-SH a partir de G-S- 
-S-G (ver Figura A). O NADPH é fornecido pelas reações oxidativas da via das 
pentoses-fosfato (ver Figura B), que é regulada pela disponibilidade de NADPH 
na etapa catalítica da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) (primeira etapa). 
A deficiência de G6PD ocorre em todas as células, mas os efeitos são observa- 
dos nos eritrócitos, onde a via das pentoses-fosfato é a única fonte de NADPH. 
A via envolve duas reações oxidativas irreversíveis, cada uma das quais gera 
NADPH. O NADPH é usado em processos redutores, como síntese de ácidos 
graxos (não oxidação), além de síntese de hormônios esteroides e colesterol. 





A. NADPH + H’ G-S-S-G 2 H20 B. Glicose-6-fosfato 


(oxidada) 












NADP+ 
Glutationa- Glutationa- TASS G6PD 
MDa DA 6 au ANA 
NADP* 2G-SH Ho, H20 : 
(reduzida) era H+ Hidrolase 


6-Fosfogliconato 


NADP* Desidrogenase 
NADPH + H+ co, 
Ribulose-5-fosfato 


Q2: Resposta = A. A icterícia refere-se à cor amarela da pele, das unhas e das 
escleras, que resulta do depósito de bilirrubina quando o nível de bilirrubina no 
sangue está elevado (hiperbilirrubinemia; ver imagem C). A bilirrubina tem baixa 
solubilidade em soluções aquosas, e sua solubilidade é aumentada por conju- 
gação com difosfato de uridina-ácido glicurônico (UDP-ácido glicurônico) no 
fígado, formando diglicuronato de bilirrubina ou bilirrubina conjugada (BC). Em 
condições hemolíticas, como a deficiência de G6PD, BC e bilirrubina não con- 
jugada (BNC) estão aumentadas, mas é a BNC que é encontrada no sangue. 
A BC é levada para o intestino. A fototerapia é usada para tratar a hiperbilirru- 
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binemia não conjugada porque converte bilirrubina em formas isoméricas que 
são mais solúveis em água. A bilirrubina é o produto da degradação do heme 
em células do sistema fagocitário mononuclear, particularmente no fígado e 
no baço. As porfirias são patologias da síntese de heme e, portanto, não são 
caracterizadas por hiperbilirubinemia. 








Eritrócitos lisados 


Hemoglobina 
a Aminoácidos 


Biliverdina, CO, Fe” 





Com hemólise, mais bilirrubina é pro- 
duzida e conjugada. A BC é enviada 


FÍGADO 


Glicuronato de bilirrubina (BC) 


para o intestino, onde é convertida em Icterícia 

urobilinogênio, um pouco do qual é INTERNO obstrutiva 

reabsorvido, entra no sangue pela via = Y | (pós-hepática) 
Bilirrubina 


portal e vai até o rim. Como a fonte de 
urobilinogênio urinário é o urobilinogê- 
nio intestinal, o urobilinogênio uriná- 
rio será baixo em icterícia obstrutiva 
porque o urobilinogênio intestinal será 
baixo como resultado da obstrução do 
ducto biliar comum (ver Figura D). 


Urobilinogênio 


Estercobilina, urobilina 


CASO 7: DOR ARTICULAR COM GOTA 





Q1: 
dCDP NH, dUDP 
þr A þr. 
dCMP. dUMP 
Nº,N'º-Metileno- 
-tetra-hidrofolato 
serio aaa 
A 5-FdUMP © Timidilato- 
-sintase 
Di-hidrofolato 
NADPH + H* 
Q2: 


Meto- Di-hidrofolato- 
trexato @ -redutase 


NADP* 


Tetra-hidrofolato 


dTMP 


Resposta = F. A via de salvação das bases púricas hipoxantina e guanina para 
os nucleotídeos púricos inosina monofosfato (IMP) e guanosina monofosfato 
(GMP) pela hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) requer 5-fos- 
forribosil-1 -pirofosfato (PRPP) como fonte de ribose-1-fosfato. A via de salva- 
ção diminui a quantidade de substrato disponível para a degradação em ácido 
úrico. Portanto, uma deficiência nesta via resulta em hiperuricemia (ver figura 
à direita). Inibidores não competitivos, como o oxipurinol, não têm efeito sobre 
a constante de Michaelis (K,), mas diminuem a velocidade máxima aparente 
(Vma): A colchicina é 
um fármaco de ação 
anti-inflamatória. Não 
tem efeito sobre as 
enzimas de síntese de 
purinas ou na sua de- 
gradação. A glutamina 
(não o glutamato) é 
uma fonte de nitrogê- 
nio para a síntese do 
anel de purinas. Na síntese de nucleotídeos púricos, o sistema de anel de pu- 
rina é construído na ribose-5-fosfato fornecida pelo PRPP. O alopurinol e seu 
metabólito, oxipurinol, inibem a xantina-oxidase da degradação de purinas. A 
amidotransferase é a enzima regulada da síntese de purinas. Sua atividade é 
diminuída por nucleotídeos púricos e aumentada por PRPP. 


Resposta = B. O metotrexato inibe a di-hidrofolato-redutase, diminuindo a 
disponibilidade de Nº N'º-metileno-tetra-hidrofolato necessário para a síntese 
de desoxitimidina-monofosfato (dTMP) a partir de desoxiuridina-monofosfato 
(DUMP) pela timidilato-sintase (ver figura à esquerda). Carbamoil-fosfato-sinte- 
tase (CPS) II é a enzima regulada na biossíntese de pirimidinas em seres huma- 
nos. CPS I é uma enzima do ciclo da ureia. A acidúria orótica é uma patologia 
rara da síntese de pirimidinas causada por uma deficiência em uma ou ambas 
as atividades enzimáticas da enzima bifuncional monofosfato de uridina-sinta- 


PRPP PP, 
(Bases púricas) 


(Nucleotídeos) 
Hipoxantina, guanina IMP, GMP 
DA xK HGPRT 


Xantina 
Xantina-oxidase 


Ácido úrico 
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Q3: 


se. A síntese de nucleotídeos pirimídicos, como a via de salvação e a síntese de 
purinas, requer PRPP. 


O aumento da atividade da PRPP-sintetase resulta no aumento da síntese de 
PRPP. Isso resulta em um aumento excessivo na síntese de nucleotídeos púri- 
cos. O excesso de nucleotídeos púricos é degradado em ácido úrico, causando 
hiperuricemia. 


CASO 8: SEM MOVIMENTOS INTESTINAIS 
COM FIBROSE CÍSTICA 





Q1: 


Q2: 


Q3: 


Resposta = A. As manifestações clínicas da fibrose cística são consequências 
da retenção de cloreto com aumento da absorção de água, que faz com que o 
muco na superfície epitelial seja excessivamente espesso e pegajoso. O resul- 
tado são problemas pulmonares e gastrintestinais, como infecção respiratória e 
insuficiência de funções pancreáticas exócrinas e endócrinas (insuficiência pan- 
creática). O comprometimento da função pancreática endócrina pode resultar 
em diabetes com hiperglicemia associada. A técnica de teste genético descrita e 
utilizada no diagnóstico de fibrose cística consiste no uso de oligonucleotídeos 
alelo-específicos. Algumas mutações dão origem à degradação aumentada da 
proteina reguladora da condutância transmembrana da fibrose cística (PRTFC), 
mas a degradação é iniciada pela ligação da proteína com ubiquitina. As muta- 
ções por mudança na matriz de leitura ocorrem por meio da adição ou deleção 
de nucleotídeos por um número não divisível por três. Como a mutação AF509 é 
causada pela perda de três nucleotídeos que codificam a fenilalanina (F) na posi- 
ção 509 na proteína RTFC, não é uma mutação por mudança da matriz de leitura. 


Resposta = A. O direcionamento de proteínas destinadas a funcionar como 
componentes da membrana plasmática é um exemplo de direcionamento co- 
traducional. Envolve o início da tradução nos ribossomos citosólicos; reconhe- 
cimento da sequência sinalizadora aminoterminal na proteína pela partícula de 
reconhecimento de sinal; movimento do complexo sintetizador de proteínas 
para a face externa da membrana do retículo endoplasmático (RE); e continua- 
ção da síntese proteica, de modo que a proteína é colocada no lúmen do RE e 
empacotada em vesículas. Estas vesículas se dirigem para o Golgi e eventual- 
mente se fundem com a membrana plasmática. A sequência sinalizadora ami- 
noterminal é removida por uma peptidase no lúmen do RE. Manose-6-fosfato 
é o sinal que, de modo cotraducional, direciona as proteínas para a matriz do 
lisossomo, onde elas funcionam como hidrolases ácidas. 


A insuficiência pancreática observada em alguns pacientes com fibrose cística re- 
sulta na diminuição da capacidade de digerir alimentos, e a digestão é necessária 
para a absorção. As gorduras da dieta se movem pelo intestino e são excreta- 
das nas fezes (ver figura à direita), que têm mau cheiro, são volumosas e podem 
flutuar. Os pacientes correm o risco de desnutrição e deficiência das vitaminas 
lipossolúveis. O tratamento é a suplementação oral com enzimas pancreáticas. 


CASO 9: HIPERAMONEMIA COM 
DISTURBIO DO CICLO DA UREIA 





Q1: 


Resposta = B. A argininossucinato-liase (ASL) cliva o argininossuccinato em ar- 
ginina (Arg) e fumarato. O aumento do argininossuccinato e da citrulina e a dimi- 
nuição da Arg vista em RL indicam uma deficiência na ASL (ver figura na próxima 
página). Com uma deficiência de arginase, Arg aumentaria, e não diminuiria. Além 
disso, com deficiência de arginase, a hiperamonemia seria menos grave porque 
dois átomos de nitrogênio são excretados. A deficiência de argininossuccinato- 
-sintetase (ASS) também causaria um aumento na citrulina, mas o argininossuc- 
cinato seria baixo a ausente. A deficiência de carbamoil-fosfato-sintetase (CPS) 
| é caracterizada por baixos níveis de Arg e citrulina. A deficiência de ornitina- 
-transcarbamoilase (OTC), a única enzima ligada ao X do ciclo da ureia, resultaria 
em baixos níveis de Arg e citrulina e níveis elevados de ácido orótico urinário. 
(Nota: o ácido orótico é elevado porque o substrato da OTC, o carbamoil-fosfato 
[CP], está sendo usado no citosol como substrato para a síntese de pirimidinas.) 


INTESTINO 
DELGADO 


Lipídeos da dieta 











ESTEATORREIA 
(Excesso de 
lipídeos nas fezes) 





CÉLULAS DA 
MUCOSA 
INTESTINAL 
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METABOLISMO 
Glutamato  NAD(P)* 
a-Cetoácidos y Q2: 
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a-Aminoácidos 


A À 


a-Cetoglutarato NAD(P)H 






















DIETA 
PROTEÍNAS DO CORPO 
Glutamato + ATP 
Glutamina- 
-sintetase NH 3 
ADP + P; 
Glutamina 
Glutaminase 
HO Glutamato 
+ 
Nitrogênio j 
amídico doado 
em reações de 
biossíntese NH s 
4 Carbamoil- 
URINA -fosfato 
Lx sintetase | 
Ciclo de ureia 








MITOCÔNDRIA 
NH; + HCO; 
2ATP 
2 ADP + pe Grs! 
em deficiência de OTC 
Omitina: + carpato- Carbamoil- 
“Hostato. -fosfato 
| OTC ! 
1 
Citrulina 
Ácido orótico 
CITOSOL (pirimidina) 
Aspartato 
Citrulina 
ATP 
ASS No AMP + PP, 
Ornitina Argininossuccinato 


Arginase A 
Ureia 3 s 
Fumarato 


H,O Arginina 


A suplementação com Arg é útil porque a Arg será hidrolisada em ureia + orniti- 
na pela arginase. A ornitina será combinada com carbamoil-fosfato para formar 
citrulina (ver figura acima). Com deficiência de ASL (e ASS), a citrulina se acu- 
mula e é excretada, transportando nitrogênio residual para fora do corpo. 


Resposta = D. Em indivíduos com deficiências mais leves (parciais) nas enzi- 
mas do ciclo da ureia, a hiperamonemia pode ser desencadeada pelo estresse 
fisiológico (p. ex., uma doença ou jejum prolongado) que diminui a proporção 
entre a insulina e hormônios contrarreguladores. (Nota: o grau de hiperamo- 
nemia geralmente é menos grave do que o observado nas formas de apare- 
cimento neonatal.) A mudança na proporção resulta, em parte, na proteólise 
do músculo esquelético, e os aminoácidos que são liberados são degradados. 
A degradação envolve a transaminação por aminotransferases que requerem 
piridoxal-fosfato, que geram o a-cetoácido derivado do aminoácido + gluta- 
mato. O glutamato sofre desaminação oxidativa para a-cetoglutarato e amônia 
(NH.) pela glutamato-desidrogenase (GDH; ver figura à esquerda). (Nota: a GDH 
é incomum na medida em que usa nicotinamida-adenina-dinucleotídeo [NAD] e 
nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato [NADP] como coenzimas.) 


ANH,, que é tóxica, pode ser transportada para o fígado como glutamina (Gin) 
e alanina (Ala). A Gin é gerada pela aminação de glutamato pela glutamina- 
-sintetase, que requer ATP. No fígado, a enzima glutaminase remove a NH,, que 
pode ser convertida em ureia pelo ciclo da ureia ou excretada como amônio 
(NH4) (ver figura à esquerda). Gin, então, é um veículo não tóxico do transporte 
de NH, no sangue. A Ala é gerada no músculo esquelético a partir do catabolis- 
mo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR). No fígado, a Ala é transami- 
nada pela alanina-transaminase (ALT) para piruvato (usado na gliconeogênese) 
e glutamato. Assim, a Ala carrega nitrogênio para o fígado para conversão em 
ureia (ver figura abaixo). Portanto, os defeitos no ciclo da ureia resultariam em 
elevação em NH,, Gin e Ala. A NH, elevada aumenta a respiração, e a hiper- 
ventilação causa aumento do pH (alcalose respiratória) (Nota: a hiperamonemia 
é tóxica para o sistema nervoso. Embora os mecanismos exatos não sejam 
completamente compreendidos, sabe-se que o metabolismo de grandes quan- 
tidades de NH, a Gin [nos astrócitos do encéfalo] resulta em efeitos osmóticos 
que ocasionam um edema cerebral. Além disso, o aumento de Gin diminui a 
disponibilidade de glutamato, um neurotransmissor excitatório.) 


ALT 


AACR ---------- > Alanina r a Piruvato - - - - - >> Glicose 


a-Cetoglutarato Glutamato 


GDH 


NH,----- > Ureia 
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CASO 10: PANTURRILHA EDEMACIADA E DOLORIDA 
COM TROMBOSE VENOSA PROFUNDA 





Q1: Resposta = D. A trombina, uma serina-protease, é ativada pelo complexo de 
protrombinase do Fator (F)Xa + FVa. Uma vez formada, a trombina ativada (Fila) 
ativa proteoliticamente os componentes das vias extrínseca (FVII) e intrínseca 
(FXI, FVIII) da cascata de coagulação, gerando FXa. A trombina também pode 
ativar FV, Fl e FXIII da via comum (ver figura abaixo). A hemofilia A é causada 
por uma deficiência no FVIII. A deficiência de FIX resulta em hemofilia B. FIII, 
também conhecido como fator tecidual (FT), é uma glicoproteína transmembra- 
na do endotélio vascular. Funciona como uma proteína acessória e não como 
uma protease. A formação do tampão plaquetário representa hemostase pri- 
mária, e a formação da malha da fibrina, a hemostase secundária. A vitamina K 
é necessária para a ativação (y-carboxilação) de FII, FVII, FIX e FX (proteases 
que requerem cálcio [Ca?] e fosfolipídeos [PL]), mas não para FI (fibrinogênio). 


Via intrínseca (amplifica, mantém) Via extrínseca (inicia) 
FVII 
FXII => FXlla mm em a rm 
— — — — 
Ss a TF gl) 
FXI —— FXla = Ca”, PL 
Fila e -W—— — — o 4 Iria 
s m 
PEAP V FVlla-TF 
FI 
FVIII -05 FVIlla | © Inibidor da via do fator tecidual 
— > an 
FX Ca?, PL Ca?, PL FX 





Fil 
yo Ss ma 


Protrombina (FII) = Trombina ( Fl/a ) + peptídeo Gla 
Ca?*, PL 


Fibrinogênio (FI) —— Fibrina (Fla) + fibrinopeptídeos 


FI 
hexa a can 
Coágulo de fibrina (reticulado) 


Via comum 


Q2: Resposta = C. FV Leiden é uma forma mutante de FV que é resistente à pro- 
teólise pelo complexo de proteína C ativada. A diminuição da capacidade de 
degradação do FV permite a produção contínua de trombina ativada e leva a 
um risco aumentado de formação de coágulos ou trombofilia. Antitrombina III 
(ATIII) e proteína S são proteínas de anticoagulação. Aumento, e não diminuição 
da produção de protrombina, resultaria em trombofilia. A deficiência do fator 
de von Willebrand causa uma coagulopatia ou uma deficiência na coagulação 
devido a efeitos sobre o FVIII e as plaquetas. 


ATIII, heparina . À 
Filla = FII-ATIll-heparina = F||-ATII + heparina 
(no sangue) (no figado) 
© 
Vitamina K epóxido-redutase 
(forma hidroquinona) k > (forma epóxido) 
Polipeptídeo (reduzida) (oxidada) 
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— Gu — Gla n + 2 H,O 
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Q3: 


A heparina e a warfarina são anticoagulantes. A heparina, um glicosaminogli- 
cano, aumenta a afinidade da ATIII pela trombina. A ligação da ATIII remove a 
trombina do sangue e impede a conversão de fibrinogênio em fibrina. A warfa- 
rina, um análogo sintético da vitamina K, inibe a vitamina K epóxido-redutase 
e evita a regeneração da forma funcional de hidroquinona da vitamina, que é 
necessária para a y-carboxilação de resíduos de glutamato para resíduos de 
y-carboxiglutamato (Gla) em FII, FVII, FIX e FX (ver figuras na página anterior). 
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